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Dans la dystrophie musculaire congénitale à déficience en mérosine (MCMD), 
1 'absence de mérosine dans la lame basale des fibres musculaires cause l' anoïkose 
myogemque. Cependant, l'absence de mérosine n'affecte pas la survie des 
myoblastes indifférenciés. L'intégrine cx7131D est le récepteur fonctionnel de la 
mérosine responsable de la transmission des signaux de survie chez les fibres 
musculaires. Donc, étant donné que le système d'adhésion cellulaire cx7131D-
mérosine joue un rôle critique et spécifique au niveau de la survie des myotubes, nous 
avons émis l'hypothèse que ce dernier génère une signalisation spécifiquement 
impliquée dans la survie des myotubes. À l'inverse, l'altération de la liaison cx.7131D-
mérosine pourrait engendrer des voies de signalisation responsables de l'induction de 
l'anoïkose. Dans la présente étude, nous avons donc voulu déterminer 1) les voies de 
signalisation, activées par le système d'adhésion cx.713 ID-mérosine, responsables de la 
survie des myotubes, 2) les voies de signalisation, activées lors de la perte du lien 
cx7131D-mérosine, impliquées dans l'anoïkose des myotubes et (3) les mécanismes 
moléculaires de régulation de l'anoïkose des myotubes en étudiant la modulation des 
niveaux d'expression de certains homologues Bcl-2 anti- et pro-apoptotiques en 
absence de mérosine. 
À l'aide d'inhibiteurs pharmacologiques chez les cellules C2Ci2 (capables de 
différenciation myogénique), nous avons d'abord démontré que, de toutes les voies 
étudiées, seules les tyrosines kinases de la famille Src sont cruciales pour la survie des 
myotubes. Par contre, la survie des myoblastes n'est pas affectée par l'inhibition des 
tyrosines kinases Src. De plus, nous avons démontré que l'apoptose induite par 
l'inhibition des tyrosines kinases Src est inhibée de façon dose dépendante par le SB 
202190, un inhibiteur des kinases MAP p38. Donc, les kinases MAP p38 possèdent 
un rôle important au niveau de l'apoptose induite par l'inhibition des tyrosines kinases 
Src. Par la suite, dans le but de comprendre comment les kinases Src et les kinases 
MAP p38 modulent l'apoptose, nous avons étudié les niveaux d'expression de 
certains homologues Bcl-2 lors de l'inhibition de ces voies. Notre étude révèle que 
l'inhibition des kinases Src est accompagnée d'une baisse d'expression de Bel-XL et 
de Bag-1, tandis qu'une hausse d'expression de Bcl-2 est observée lors de l'inhibition 
des kinases MAP p3 8. 
Dans un deuxième temps, nous avons répondu plus spécifiquement à nos 
objectifs en démontrant que les tyrosines kinases Src et les kinases MAP p38 sont 
également impliquées dans l'anoïkose due à l'altération du lien cx7131D-mérosine. En 
effet, l' anoïkose induite par un anticorps bloquant la sous-unité 131 des intégrines ou 
par l'absence de mérosine (chez le clone myogénique C2C l 2.B4/plam n'exprimant 
pas la mérosine) est inhibée par le SB 202190. L'altération de la liaison cx7131D-
mérosine est également accompagnée d'une baisse importante de l'activité de Fyn, un 
membre de la famille des tyrosines kinases Src exprimé au cours de la différenciation 
myogénique. Étant donné que les tyrosines kinases de la famille Src sont cruciales 
pour la survie des myotubes, cette baisse d'activité de Fyn pourrait bien être à la base 
xi 
de l'anoïkose des myotubes. L'absence de mérosine module les niveaux d'expression 
des homologues Bcl-2 de façon similaire, mais plus complexe, à l'inhibition des 
tyrosines kinases de la famille Src. En effet, en absence de mérosine nous observons 
une baisse d'expression de Bel-XL, de Bcl-2 et Bag-1 couplée à une hausse 
d'expression de Bax. 
Notre étude a donc permis de démontrer que la tyrosine kinase Fyn pourrait 
transmettre les signaux de survie conférés par le système d'adhésion a.7(310-
mérosine. Nous avons également clairement établi que les MAP kinases p38 sont 
essentielles à l'anoïkose due à l'altération du système d'adhésion a.7~1D-mérosine. 
De plus, nous avons commencé à élucider les mécanismes d'induction de l'anoïkose 
en étudiant les modulations d'expression de certains homologues Bcl-2 en absence de 
mérosine. Toutes ces informations seront très pertinentes dans la compréhension et le 
contrôle de l'anoïkose due à l'absence de mérosine qui joue un rôle important dans la 
progression de la MCMD. 
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1-INTRODUCTION 
1. Muscle squelettique 
Le muscle squelettique, tissu qui recouvre le squelette et s'y attache, est 
responsable des mouvements volontaires de l'organisme. Ainsi, il permet la 
locomotion, la manipulation et la réaction aux événements environnementaux. En 
second lieu, le muscle squelettique permet, grâce à des ajustements infimes, le 
maintien de la posture et la stabilisation des articulations de l'organisme. Finalement, 
le muscle squelettique permet le maintien d'une température corporelle adéquate. 
Chaque muscle squelettique constitue un organe bien défini principalement composé 
de fibres musculaires (cellules musculaires). La structure macroscopique d'un muscle 
squelettique s'apparente à celle d'une poupée russe où une série de structures 
semblables, mais de tailles différentes, s'emboîtent les unes dans les autres pour 
former un tout. Ainsi, chaque fibre musculaire est entourée d'une gaine de tissu 
conjonctif mince appelée endomysium. Plusieurs fibres et leur endomysium sont 
regroupées en faisceaux délimités par une autre gaine de tissu conjonctif nommée 
périmysium. Finalement, l'épimysium regroupe l'ensemble des faisceaux composant 
le muscle. Toutes ces gaines forment un ensemble en continuité avec le tendon qui 
sert de pont entre le muscle et l'os. Les différents niveaux d'organisation du muscle 
squelettique sont présentés à la figure 1 A. 
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Les fibres musculaires squelettiques sont de longues cellules cylindriques 
polynucléées (Fig. IB). Chacune d'elle est en fait un syncytium résultant de la fusion 
d'un nombre important de cellules souches, appelées myoblastes, au cours de 
l'ontogenèse du muscle squelettique. L'ontogenèse du muscle squelettique débute par 
la prolifération et la migration des myoblastes primaires vers les sites des futurs 
muscles squelettiques. Une fois à destination, les myoblastes primaires fusionnent 
pour générer les myotubes polynucléés primaires. Par la suite, les myotubes 
secondaires sont formés par l'alignement et la fusion des myoblastes secondaires avec 
les myotubes primaires. Finalement, les myotubes secondaires se spécialisent en 
fibres musculaires matures et contractiles. Il est possible d'obtenir des myotubes 
polynucléés in vitro grâce à certaines lignées cellulaires établies capables de 
différenciation myogénique (discuté plus en détail à la section 5). Le sarcoplasme 
(cytoplasme) d'une fibre musculaire est occupé en grande partie par les myofibrilles. 
Celles-ci sont des structures cytosquelettiques spécialisées permettant la contraction 
musculaire. La régénération du muscle squelettique est possible grâce à la présence 
de cellules satellites dans le muscle adulte. Les cellules satellites sont mononucléées, 
normalement quiescentes et localisées entre la lame basale et le sarcolemme 
(membrane plasmique) des fibres musculaires. Le contrôle de la prolifération et de la 
différenciation des cellules satellites est critique pour le maintien de l'homéostasie et 
la réparation du tissu musculaire. 
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Figure 1. Structure macroscopique et microscopique du muscle squelettique. (A) 
Schéma représentant la structure et les niveaux d'organisation du muscle squelettique. 
Au sein d'un muscle squelettique, chaque fibre musculaire est revêtue d'une gaine de 
tissu conjonctif appelée endomysium. Les fibres musculaires sont regroupées en 
faisceaux qui sont délimités par une gaine de tissu conjonctif plus épaisse nommée 
périmysium. L'ensemble du muscle est recouvert par l'épimysium, une gaine de tissu 
conjonctif qui délimite et renforci le muscle. Le tendon crée un lien indirecte entre le 
muscle et l'os. (B) Photomicrographie d'une coupe longitudinale de muscle 
squelettique montrant des sections de fibres musculaires. Les fibres musculaires sont 
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2. Adltésion cellulaire 
Au sein d'un tissu, la cohésion est assurée par les liens intercellulaires et par les 
liens établis entre les cellules et un réseau complexe de macromolécules 
extracellulaires : la matrice extracellulaire. Cependant, la matrice extracellulaire n'a 
pas pour seule fonction d'assurer la cohésion et l'architecture tissulaire. En effet, elle 
influence une gamme étendue de processus cellulaires cruciaux tels la migration, la 
prolifération, la différenciation et la survie. 
Selon le type de macromolécule matricielle, leur quantité relative et leur mode 
d'organisation, une quantité importante de matrices extracelluiaires différentes 
peuvent être assemblées. Chaque matrice extracellulaire est adaptée au besoin du 
tissu qui la produit. Les différentes matrices extracellulaires peuvent être subdivisées 
en deux groupes principaux, à savoir les matrices interstitielles des tissus conjonctifs 
et les lames basales. Dans le premier cas, la matrice se trouve en abondance et 
entoure les cellules. Ce type de matrice est déterminant pour les propriétés physiques 
(élasticité, rigidité) du tissu concerné. Pour leur part, les lames basales sont des 
matrices extracellulaires spécialisées qui se présentent sous forme d'un mince réseau 
flexible et résistant. Elles séparent les feuillets épithéliaux, les cellules endothéliales, 
les cellules de Schawn et les fibres musculaires des tissus voisins. Les lames basales 




Les laminines jouent un rôle clé dans l'activité biologique et fonctionnelle des 
lames basales. Elles influencent entres autres la migration, la prolifération, la 
différenciation et la survie cellulaire. Les laminines sont des glycoprotéines 
hétérotrimériques constituées d'une sous-unité a, d'une sous-unité P et d'une sous-
unité y. Les sous-unités sont homologues, mais proviennent de gènes différents 
(Wewer et Engvall, 1994). À ce jour, cinq sous-unités a, trois sous-unités P et trois 
sous-unités y sont connues et peuvent s'associer pour former un total de douze 
laminines différentes (Wewer et Engvall, 1994 ; Gullberg et al., 1999). L'expression 
des différentes sous-unités est régularisée de façon spatio-temporelle. C'est donc dire 
que l'expression d'une laminine hétérotrimérique donnée peut être restreinte à certains 
tissus et à certains stades du développement (Engvall et al., 1990 ; Engvall, 1993 ). 
L'association des sous-unités a, 13 et y forme une structure en croix composée de trois 
bras courts et un bras long. Une fois l 'hétérotrimère assemblé, la structure est 
stabilisée par la formation de ponts disulfures (Engvall et Wewer, 1996). 
2.2 Lame basale des fibres musculaires 
La lame basale entourant les fibres musculaires squelettiques présente trois sous-
domaines spécialisés: la lame basale sub-sarcolemmale, qui enveloppe la majeure 
partie de la fibre musculaire, la jonction neuromusculaire et la jonction 
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myotendineuse. Au cours du développement, la lame basale du muscle squelettique 
contient les sous-unités cd, a2, cx4 et a5 des laminines (Sanes et al., 1986 ; Schuler et 
Sorokin, 1995). Cependant, l'expression des sous-unités cxl, cx4 et cx5 sont 
transitoires (Patton et al., 1997 ; Sorokin et al., 1997). Dans le muscle adulte, la sous-
unité a2 s'associe avec les sous-unités J3 l et yl au pourtour de la fibre. La laminine-2 
(cx2J3lyl) est donc la laminine majeure de la lame basale des fibres musculaires. 
Cependant, les laminines-4 (cx2J32yl), -9 (cx4J32yl) et -11 (a5J32yl) sont présentes à la 
jonction neuromusculaire (Patton et al., 1998), tandis qu'à la jonction myotendineuse 
on retrouve uniquement la laminine-4 (Engvall et al., 1990). Les laminine-2 et -4, qui 
possèdent toutes deux la sous-unité a2, sont conjointement appelées mérosine. Les 
myoblastes diffèrent des fibres musculaires à l'égard de l'expression des laminines. 
En effet, les myoblastes expriment et adhèrent aux laminine-1 et -2 (Kühl et al., 1982 
; Schuler et Sorokin, 1995; Vachon et al., 1996). In vitro, l'expression de la mérosine 
augmente au cours de la différenciation myogénique (Vachon et al., 1996) de sorte 
que la laminine-1 est principalement associée aux myoblastes (Kühl et al., 1982 ; 
Kroll et al., 1994 ; Schuler et Sorokin, 1995 ; Vachon et al., 1996), alors que la 
mérosine est fortement concentrée au pourtour des myotubes (V achon et al., 1996). 
2.3 Intégrines : récepteurs membranaires majeurs des larninines 
Les intégrines constituent une famille de récepteurs transmembranaires 
hétérodimériques composés d'une sous-unité a liée de façon non-covalente à une 
sous-unité 13 (Hynes, 1992). À ce jour, dix-sept sous-unités a et huit sous-unités 13, 
capables de former vingt-trois récepteurs différents, ont été caractérisées. La 
complexité est accentuée par l'existence d'épissage alternatif de certaines des sous-
unités a et 13 (de Melker et Sonnenberg, 1999). Chaque hétérodimère possède des 
propriétés de liaison et de signalisation qui lui est propre (Giancotti et Ruoslahti, 
1999). À l'instar des laminines, les différentes intégrines exhibent une distribution 
tissulaire et développementale différentielle (Adams et Watt, 1993 ; Rosekelly et al., 
1995). Les intégrines sont reconnues comme étant les principaux récepteurs des 
protéines de la matrice extracellulaire (Hynes, 1992). Cette fonction est 
principalement accomplie par les intégrines possédant la sous-unité 131 ou 134. 
Les intégrines participent aux deux grandes fonctions de la matrice 
extracellulaire. Dans un premier temps, les intégrines sont impliquées dans l'adhésion 
cellulaire et la cohésion tissulaire en créant un lien physique entre la matrice 
extracellulaire et le cytosquelette (Burridge et al., 1988 ; Hynes, 1992). En second 
lieu, les intégrines peuvent médier les rôles biologiques de la matrice extracellulaire 
en initiant des voies de signalisation intracellulaires qui vont influencer la migration, 
la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire (Kumar, 1998 ; Giancotti et 
Ruoslahti, 1999) (la signalisation par les intégrines sera abordée plus en détail à la 
section 2.3.2) 
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2 .. 3.l Intégrines exprimées par les fibres musculaires squelettiques 
Au cours de l'ontogenèse du muscle squelettique, les sous-unités a.1, a.3, a.5 
et a.v sont abondamment exprimées chez les myoblastes (Brenner-Fraser et al., 1992; 
Duband et al., 1992 ; Enomoto et al., 1993 ; McDonald et al., 1995). Par contre, leur 
expression est perdue au niveau des fibres musculaires matures. Pour sa part, la sous-
unité a.7 est exprimée tant au niveau des myoblastes que des fibres musculaires 
matures (Bao et al., 1993). La même observation est faite en ce qui concerne la sous-
unité p 1. Donc, I'intégrine a.7p 1 est la principale, sinon la seule, intégrine liant la 
laminine exprimée par les fibres musculaires (Song et al., 1993 ; Hodges et Kaufman, 
1996). 
Il existe plusieurs formes de l'intégrine a.7pl issues de I'épissage alternatif des 
ARNm des sous-unités a.7 et p 1 (Burkin et Kaufman, I 999 ; de Melker et Sonnerberg, 
1999). Le domaine cytoplasmique de la sous-unité a7 peut être épissé alternativement 
de trois façons, générant ainsi les formes a.7 A, a7B et a7C. La sous-unité a7B est 
exprimée dans les myoblastes secondaires et dans les fibres musculaires adultes. Elle 
est également retrouvée dans d'autres tissus tels le muscle cardiaque, l'épithélium 
intestinal, le trophoblaste, les vaisseaux sanguins et le tissu nerveu.x (Basera et al., 
1997 ; Song et al., 1993 ; Sutherland et al., 1993 ). Les isoformes a.7 A et C sont 
principalement exprimées dans le muscle squelettique (Burkin et Kaufman, 1999 ; 
Basera et al., 1997). La sous-unité a7A est exprimée au cours de la différenciation 
myogénique et maintenue chez les fibres musculaires matures, alors que la sous-unité 
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a7C apparaît seulement au niveau des fibres musculaires (Song et al., 1993 ). Le 
domaine cytoplasmique de la sous-unité p 1 exhibe également différentes formes 
d'épissages. L'isoforme PIA, la plus commune des sous unités J31, est retrouvée dans 
les myoblastes. Au cours de la différenciation myogénique, !'isoforme J3ID, 
spécifique aux muscles cardiaque et squelettique, remplace P 1 A (Belkin et al., 1996). 
2.3.2 Signalisation par les intégrines 
Les intégrines ont la capacité de transmettre des signaux à travers la membrane 
plasmique dans les deux directions (extracytoplasmique et intracytoplasmique). En 
effet, l'activité de liaison extracellulaire des intégrines peut être modulée de l'intérieur 
de la cellule, alors que la matrice extracellulaire peut transmettre des signaux 
intracellulaires via les intégrines (Williams et al., 1994 ; Clark et Brugge 1995). Ce 
deuxième aspect sera traité plus en détail dans la présente section. 
Le domaine cytoplasmique des intégrines est généralement court et dépourvu 
d'activité enzymatique (Hynes, 1992; Giancotti et Ruoslahti, 1999). Les intégrines 
transmettent donc leurs signaux via l'interaction avec des protéines du cytosquelette et 
des kinases cytoplasmiques. Par conséquent, les intégrines peuvent engendrer des 
réorganisations majeures du cytosquelette et des cascades de signalisation 
intracellulaires ; deux événements intimement liés (Giancotti et Ruoslahti, 1999). 
Lorsque les intégrines lient un constituant de la matrice extracellulaire, elles se 
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regroupent en des points de contact appelés plaques d'adhésion focalisées (Burridge et 
Chrzanowska-Wodnicka, 1996). Ce regroupement des intégrines permet, en 
association avec des protéines du cytosquelette et des kinases, l'assemblage des 
microfilaments d'actine en fibres de stress. Les plaques d'adhésion focalisées 
permettent également de concentrer certaines kinases et servent ainsi de carrefour de 
signalisation par les intégrines (Burridge et Chrzanowska-Wodnicka, 1996; Giancotti 
et Ruoslahti, 1999). 
Le recrutement et l'activation de la tyrosine kinase F AK («focal adhesion 
kinase») est un événement précoce qui survient suite à la liaison de la plupart des 
intégrines (Giancotti et Ruoslahti, 1999). La F AK est directement recrutée par le 
domaine cytoplasmique de la sous-unité ~ ou indirectement via des protéines du 
cytosquelette telles la taline et la paxilline (Kumar, 1998 ; Schaepfer et Hunter, 1998). 
Suite à son activation, la FAK s'auto-phosphoryle sur la tyrosine 397. Cette auto-
phosphorylation crée un site de liaison pour le domaine SH2 de certaines tyrosines 
kinases de la famille Src, soit p60c-Src et Fyn (Schaller et al., 1994 ; Schlaepfer et al., 
1994) (les tyrosines kinases de la famille Src sont présentées plus en détail à la section 
2.3 .2.1 ). Les kinases Src phosphorylent alors des composantes des plaques 
d'adhésion focalisées et des protéines impliquées dans la signalisation intracellulaire 
(Richardson et Parson, 1996 ; Vuori et al., 1996 ; Schlaepfer et al., 1997). La F AK 
peut également activer la phosphatidylinositol 3-0H kinase (PI-3 kinase) de façon Src 
dépendante ou indépendante (Chen et al., 1996). Il existe également des évidences 
que Src peut phosphoryler FAK sur le résidu tyrosine 925, créant ainsi un site 
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d'interaction pour le complexe Grb-2/mSOS (Schlaepfer et al., 1994) (Fig. 2A). Cette 
interaction relie donc FAK à la voie des kinases MAP ERK-1 et -2 (ERKs) (section 
3.3.2.1), puisque ce complexe est responsable de l'activation de Ras qui se trouve en 
amont de celles-ci (Fig. 2A). Certaines intégrines 131 peuvent également activer les 
kinases MAP ERKs via la tyrosine kinase Fyn en faisant intervenir la protéine 
adaptatrice Shc en amont du complexe Grb-2/mSOS. Dans ce cas, la cavéoline-1 sert 
d'intermédiaire entre Fyn et la sous-unité a de l'intégrine concernée (Wary et al., 
1998) (Fig. 2B). 
2.3 .2.1 Tyrosines kinases de la famille Src 
Les tyrosines kinases de la famille Src occupent un rôle de premier plan dans 
la signalisation par les intégrines (Fig. 2). Cette famille de kinase compte plus de dix 
membres partageant des similarités au niveau de leur séquence, de leur structure et de 
leurs fonctions. Selon leur distribution tissulaire, les tyrosines kinases de la famille 
Src sont subdivisées en trois sous-familles. Premièrement, les kinases p60c-src, Fyn et 
Yes, constituant la première sous-famille, sont exprimées de façon ubiquitaire dans 
l'organisme (Brown et Cooper 1996). Pour leur part, les membres de la sous-famille 
Lyn (Lyn, Hck, Fgr, Blk et Lck) sont principalement exprimés au niveau des tissus 
hématopoïétiques (Bolen et Brugge, 1997). Finalement, Frk/Rak et Iyk/Bsk sont 
surtout retrouvées dans les tissus épithéliaux (Lee et al., 1994 ; Oberg-Welsh et 
Welsh, 1995). 
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Figure 2. Intégrines et signalisation intracellulaire. Schéma représentant les étapes 
précoces de la signalisation par les intégrines. Les étapes précoces de la signalisation 
par les intégrines impliquent très souvent des tyrosines kinases de la famille Src. 
Celles-ci peuvent être recrutées par l'intermédiaire de la tyrosine kinase F AK (A) ou 
via la cavéoline-1 (Cav) (B). Par la suite, une foule de voies de signalisation peuvent 
être activées. Par exemple, la voie des kinases MAP ERK.s via le recrutement et 
l'activation du complexe Grb2-SOS. Lorsque le recrutement de Fyn se fait via la 
cavéoline-1, le recrutement de complexe Grb-2 SOS est dépendant de la protéine 
adaptatrice Shc. La voie des kinases MAP JNKs peut également être activée par les 
intégrines par l'intermédiaire des protéines CAS et Crk. Abréviations : a = sous-unité 
a, f3 = sous-unité f3, N = NH2 terminal, C = COOH-terminal, Y = tyrosine, P = 





Giancotti et Ruoslahti, 1999 
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Tel que mentionné précédemment, les tyrosines kinases de la famille Src 
possèdent un certain degré d'homologie dans leur séquence. Ces régions 
d'homologies définissent cinq domaines fonctionnels: le domaine SH4 (Src 
homology 4), le domaine SH3, le domaine SH2, le domaine catalytique et un domaine 
de régulation négative contenant un résidu tyrosine hautement conservé (figure 3). Le 
domaine SH4 contient un site de palmitylation et/ou un site de myristoylation selon la 
tyrosine kinase Src concernée. Ces modifications post-traductionnelles permettent 
l'ancrage des tyrosines kinases Src à différents sous-domaines de la membrane 
plasmique tels les cavéolaes et les plaques d'adhésion focalisées (Kaplan et al., 1994; 
Rabbins et al., 1995). Le domaine SH3 permet l'interaction avec une courte séquence 
continue riche en proline, tandis que le domaine SH2 interagit avec une courte 
séquence d'acides aminés contenant une phosphotyrosine. Les domaines SH2 et SH3 
des tyrosines kinases Src sont importants au niveau des interactions inter- et intra-
moléculaires. Ces domaines régularisent ainsi la localisation des tyrosines kinases 
Src, le recrutement des substrats et l'activité catalytique de ces kinases. Pour sa part, 
le domaine catalytique est responsable de la phosphorylation sur résidus tyrosines des 
différents substrats. Finalement, le résidu tyrosine conservé en C-terminal est 
impliqué dans la régulation de l'activité catalytique des tyrosines kinases Src. 
Les tyrosines kinases Src peuvent régulariser une gamme étendue de processus 
cellulaires tels que l'adhésion, la migration, la prolifération, la réorganisation du 
cytosquelette, la différenciation et la survie. Ce large spectre d'activité est une 
conséquence de l'association de ces kinases avec diverses classes de récepteurs 
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cellulaires et de la phosphorylation de nombreux substrats. Par exemple, les tyrosines 
kinases Src peuvent être activées par des récepteurs à activité tyrosine kinase (Luttrell 
et al., 1988), par des récepteurs couplés aux protéines G (Rodriguez-Femandez et 
Rozengurt, 1996) et par les intégrines (Hirst et al., 1986) (section 2.3 .2). Suite à leur 
activation, les tyrosines kinases Src peuvent phosphoryler plus de vingt-cinq substrats 
différents. Parmi ceux-ci, on retrouve des protéines associées au cytosquelette 
(tensine, vinculine, taline), des kinases (PI-3 kinase, FAK, RasGAP), des 
phosphatases (SHP2), des protéines structurales (cavéoline) et des protéines 
adaptatrices (Shc) (Brown et Cooper, 1996). 
2.4 Complexe glycoprotéique associé à la dystrophine 
Les fibres musculaires peuvent également adhérer à leur lame basale via le 
complexe glycoprotéique associé à la dystrophine (DAG). Le DAG crée un lien 
indirect entre le cytosquelette et la matrice extracellulaire. Ce lien est d'une grande 
importance pour la stabilité mécanique des fibres musculaires. La composante 
cytoplasmique du DAG est la dystrophine, une protéine qui effectue le pont entre le 
cytosquelette des fibres musculaires et les autres composantes du DAG. Le complexe 
dystroglycan constitue la principale composante transmembranaire du DAG. Il est 
composé de deux sous-unités (a. et 13) issues d'un polypeptide commun (Ibraghimov-
Beskrovnaya et al., 1992). L'a.-dystroglycan est une glycoprotéine membranaire 
périphérique associée de façon non-covalente au 13-dystroglycan, une protéine 
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Figure 3. Tyrosines kinases de la famille Src. Représentation schématique de la 
structure primaire des tyrosines kinases de la famille Src. Le domaine SH4 ( «Src 
homology» ), situé en N-terminal, est impliqué dans la localisation membranaire des 
tyrosines kinases de la famille Src, les domaines SH2 et SH3 sont important au niveau 
des interactions inter- et intra-moléculaires régulant ainsi l'activation et l'activité des 
tyrosines kinases Src, le domaine catalytique est responsable de la phosphorylation 
sur résidus tyrosines et finalement la tyrosine (Y) en C-terminal est importante pour la 
régulation de l'activité des tyrosines kinases Src. 
SH4 SH3 SH2 Catalytique y 
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transmembranaire. Le complexe dystroglycan peut lier la mérosine via la sous unité 
a., tandis que la sous unité p est directement liée à la dystrophine. Le dystroglycan 
s'associe également avec les sarcoglycans (a., p, y et 8). Les sarcoglycans sont des 
protéines transmembranaires, faisant partie du DAG, qui pourraient être impliquées 
dans la stabilisation du dystroglycan. En effet, la perte d'expression de l'a. ou du 8-
sarcoglycan affecte également le niveau de dystroglycan présent au sarcolemme 
(Campbell, 1995). 
3. Apotose 
3.1 Caractéristiques morphologiques de l'apoptose 
L'apoptose est une forme de mort cellulaire programmée. Elle permet 
l "élimination de cellules endommagées, surnuméraires ou potentiellement 
dangereuses pour l'organisme. Par conséquent, l'apoptose est un processus essentiel 
au développement et au maintien tissulaire. L'apoptose est caractérisée par un 
rétrécissement cellulaire, une vacuolisation membranaire, une condensation de la 
chromatine, une dégradation de l' ADN dans les régions intemucléosomiques, un 
désassemblage d'organites cellulaires et une fragmentation nucléaire (Fig. 4A). 
Toutes ces étapes sont suivies par la formation de corpuscules apoptotiques. Ceux-ci 
renferment le contenu cellulaire réduit à sa plus simple expression. L'élimination de 
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la cellule apoptotique se concrétise par la phagocytose des corpuscules apoptotiques 
par les macrophages et/ou par les cellules avoisinantes (Fig. 4A). 
3.2 Principaux acteurs de l'apoptose 
Les particularités de l'apoptose découlent d'un programme génétique conservé 
et étroitement régularisé (Ellis et al., 1991). L'apoptose est donc inhérente à chaque 
cellule et se manifeste suite à certains stimuli tels les agents génotoxiques (oxydants, 
irradiations), les toxines, les infections virales, ainsi que les chocs thermiques et 
osmotiques (Saini et Walker, 1998). L'absence de signaux de survie déclenche 
également l'apoptose. Par conséquent, la survie cellulaire n'est pas un processus 
passif. Au contraire, elle demande une constante activation conférée par certaines 
hormones (Wu et al., 1995), cytokines (W allen et al., 1991 ), facteurs de croissance 
(Xia et al., 1995) et l'adhésion cellulaire (Frish et Francis, 1994). Paradoxalement, 
l'apoptose peut également être induite par certaines hormones et cytokines selon le 
type cellulaire étudié (Saini et Walker, 1998). La survie cellulaire sera donc le 
résultat de l'intégration de tous les signaux anti- et pro-apoptotiques qui afflux 
simultanément vers la cellule (Fig. 4B). Cette intégration se fait principalement par 
une famille de protéines apparentées appelée homologues Bcl-2. Par conséquent, les 
homologues Bcl-2 sont responsables de la phase décisionnelle de l'apoptose. Une fois 
qu'une cellule est vouée à l'apoptose, il y a activation d'une famille de protéases à 
haute spécificité nommées caspases. Leur activité protéolytique est responsable du 
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Figure 4. Caractéristiques morphologiques et principaux acteurs de l'apoptose. (A) 
Schéma représentant les changement morphologiques caractéristiques de l'apoptose. 
Au cours de l'apoptose, la cellule subie différents changements morphologiques 
caractéristiques. Suite à ces changements morphologiques, la cellule se fragmente en 
corpuscules apoptotiques. L'élimination de la cellule apoptotique se concrétise par la 
phagocytose des corpuscules apoptotiques par les macrophages et/ou les cellules 
avoisinantes. (B) Schéma représentant les principales étapes de l'apoptose. La survie 
cellulaire dépend de l'intégration continue des signaux anti- et pro-apoptotiques 
affluant à la cellule. Cette intégration est principalement faite par les homologues 
Bcl-2. Une fois que la décision d'entrer en apoptose est prise, il y a activation 
irréversible des caspases. Leur activité protéolytique est responsable du 
démantèlement cellulaire caractéristique de l'apoptose. 
Saini et Walker, 1998 





démantèlement cellulaire observé au cours de l'apoptose. C'est donc dire que les 
caspases sont responsables de la phase effectrice de l'apoptose (Fig. 4B). 
3.2.1 Homologues Bcl-2; à la frontière entre la survie et la mort cellulaire. 
Les homologues Bcl-2 constituent une famille de protéines structuralement 
apparentées qui intègrent les signaux pro- et anti-apoptotiques. Ils exercent donc un 
rôle crucial dans la phase décisionnelle de l'apoptose. 
Jusqu'à présent, au moins qumze membres ont été identifiés chez les 
mammifères (Adams et Cory, 1998). Les homologues Bcl-2 comptent dans leur rang 
des membres anti-apoptotiques (par exemples Bcl-2 et Bel-XL) et pro-apoptotiques 
(par exemples Bax, Bak et Bad) (Fig. 5). La séquence polypeptidique de chaque 
homologue Bcl-2 possède au moins un des quatre domaines d'homologie à Bcl-2 
(BHl à BH4). Les homologues Bcl-2 sont subdivisés en sous famille selon les 
domaines BH contenus dans leur séquence. Les anti-apoptotiques de la sous-famille 
Bcl-2 contiennent les domaines BHl à BH4, tandis que les autres anti-apoptotiques 
contiennent au minimum les domaines BHl et BH2 (Adams et Cory, 1998) (Fig. SA). 
Du côté des pro-apoptotiques, les membres de la sous famille Bax contiennent les 
domaines BHl, BH2 et BH3, tandis que les autres possèdent uniquement le domaine 
BH3 (Fig. SB). Plusieurs homologues Bcl-2 anti- et pro-apoptotiques possèdent 
également un domaine transmembranaire en C-terminal qui permet l'ancrage à 
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différentes membranes intracellulaires telles la membrane mitochondriale externe, la 
membrane du réticulum endoplasmique et la membrane nucléaire (Krajewski et al., 
1993) (figure SA et B). 
Les interactions protéine-protéine sont importantes dans la régulation des 
fonctions des homologues Bcl-2. Ce concept a été proposé suite à la mise en évidence 
de l'hétérodimérisation de Bcl-2 et Bax (Oltvai et al., 1993). Par la suite, une série 
d'autres hétérodimérisations et homodimérisations ont été rapportées. Les différentes 
homo et hétérodimérisations entre homologues Bcl-2 mènent au titrage de certains 
membres et, par conséquent, de leur fonction. Par conséquent, les niveaux 
d'expression relatifs des homologues Bcl-2 pro- et anti-apoptotiques jouent un rôle 
déterminant dans le «être ou ne pas être» cellulaire. Selon les signaux que la cellule 
reçoit, la balance entre homologues Bcl-2 anti- et pro-apoptotiques peut être 
influencée de différentes façons. Premièrement, les niveaux d'expression des 
homologues Bcl-2 peuvent être modulés au niveau de la transcription. 
Deuxièmement, certains homologues Bcl-2 peuvent subir un épissage protéolytique 
et/ou del' ARNm. Par exemple, Bel-XL peut être clivé et converti en un en fragment 
pro-apoptotique appelé Bcl-Xs (Fujita et al., 1998). Ce dernier peut également être 
généré par épissage alternatif de l' ARNm de Bel-XL (Boise et al., 1993 ). Finalement, 
la phosphorylation peut moduler la balance entre homologues Bcl-2 anti- et pro-
apoptotiques. Par exemple, lorsque le pro-apoptotique Bad est phosphorylé sur résidu 
sérine, il est séquestré dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3 et voué à la 
dégradation (Zha et al., 1996). 
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Figure 5. Représentation schématique de la structure primaire et de la classification 
des homologues Bcl-2. Les homologues Bcl-2 constituent une famille de protéine 
apparentées qui comprend des membres anti- et pro-apoptotiques. La séquence 
polypeptidique de chaque homologue Bcl-2 contient au moins un des quatre domaine 
d'homologie à Bcl-2 (BHI à BH4). De plus, plusieurs homologues Bcl-2 possèdent 
un domaine transmernbranaire (TM) en C-terminal. (A) Chez les mammifère, les 
homologues Bcl-2 anti-apoptotiques sont subdivisées en deux sous-familles. Les 
membres de la sous-famille Bcl-2 contiennent les domaines BHI à BH4, tandis que 
les autres anti-apoptotiques possèdent au moins les domaines BHI et BH2. (B) Les 
homologues Bcl-2 pro-apoptotiques sont également subdivisés en deux sous-familles. 
Les membres de la sous-famille Bax contiennent les domaines BHl à BH3, tandis que 































L'activité de certains homologues Bcl-2 peut également être régularisée par 
interaction avec des protéines non-homologues. Par exemple, Bcl-2 peut s'associer 
avec la protéine BAG-1 (Takayama et al., 1995). Par le recrutement et l'activation de 
la kinase Raf-1, cette association accentue l'activité anti-apoptotique de Bcl-2 (Wang 
et al., 1996). 
3.2.2 Contrôle de la phase décisionnelle de l'apoptose par les homologues Bcl-2 
Le contrôle de l'entrée en apoptose par les homologues Bcl-2 réside 
principalement dans la régulation de l'assemblage d'un complexe cytoplasmique 
appelé apoptosome. L' apoptosome est essentiellement composé d' AP AF-1 
( «apoptotic protease-activating factor-1 ») en association avec le dA TP, le c::ytochrome 
c et un dimère de pro-caspases initiatrices (comme la pro-caspase-9) (Zou et al., 
1999). La dimérisation des pro-caspases initiatrices au sein de l 'apoptosome permet 
leur activation par autoclivage intermoléculaire. Les caspases initiatrices peuvent 
ensuite cliver et activer les caspases effectrices qui sont responsables du 
démantèlement cellulaire caractéristique de l'apoptose. La modulation de 
l'assemblage de l'apoptosome par les homologues Bcl-2 se fait principalement par 
séquestration et libération de composantes de l'apoptosome. Par exemple, l'anti-
apoptotique Bel-XL peut lier et séquestrer APAF-1, prévenant ainsi la formation d'un 
apoptosome fonctionnel (Hu et al., 1998). Suite à un signal apoptotique, un pro-
apoptotique, par exemple Bik, vient interagir avec Bel-XL et libérer APAF-1 (Zou et 
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al., 1997). Dans un deuxième temps, les homologues Bcl-2 peuvent moduler la 
libération du cytochrome c, une composante de I' apoptosome, qui se trouve 
normalement dans l'espace inter-membranaire de la mitochondrie (Muchmore et al., 
1996 ; Vander Heiden et al., 1997). Ainsi, c'est donc principalement au niveau du 
contrôle de l'activité de la machinerie apoptotique que les homologues Bcl-2 exercent 
leurs fonctions régulatrices. 
3 .3 Anoïkose 
Pour survivre, une cellule doit adhérer à sa matrice extracellulaire. En effet, la 
perte du lien cellule-matrice cause l'apoptose dans divers types cellulaires (Meredith 
et al., 1993 ; Frisch et Francis, 1994). Ce type particulier d'apoptose porte le nom 
d'anoïkose (mot grecque signifiant sans abri). La signalisation par les intégrines joue 
un rôle clé dans le maintien de la survie conféré par l'adhésion cellulaire. Bien que 
l'interaction intégrine-matrice extracellulaire soit requise pour la survie de façon 
générale, la survie d'un type cellulaire donné implique souvent un constituant de la 
matrice extracellulaire et une intégrine spécifique. Par exemple, les cellules 
épithéliales des glandes mammaires entrent en anoïkose lorsqu'elles sont cultivées sur 
une matrice de collagène ou de fibronectine, mais elles survivent sur laminine ou sur 
une lame basale complète (Boudreau et al., 1995). De plus, des études effectuées chez 
les cellules CHO (chinese hamster ovary cells) cultivées sur une matrice de 
fibronectine indiquent que la surexpression de l'intégrine cx5J31 supprime l'anoïkose, 
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tandis que la surexpression de l' intégrine a.vj3 I est sans effet à l'égard de la survie 
(Zhang et al., 1995). Ce mécanisme peut empêcher la colonisation d'un tissu par un 
type cellulaire étranger. 
3 .3 .1 Contrôle de la survie par les intégrines 
Tel qu'illustré à la figure 6, plusieurs voies de signalisation impliquées dans la 
survie peuvent être activées par l'adhésion cellulaire. La tyrosine kinase F AK semble 
jouer un rôle majeur dans la transmission des signaux de survie émis par les intégrines 
(Frisch et al., 1996 ; Ilic et al., 1998). En effet, l'utilisation d'un mutant 
constitutivement actif de F AK protège les cellules MDCK contre l' anoïkose (Frisch et 
al., 1996). Ce mutant possède une capacité accrue d'interaction avec les tyrosines 
kinases Src. Cependant, aucune évidence directe ne permet de relier les tyrosines 
kinases Src à la suppression de l'anoïkose jusqu'à présent. Cette promotion de la 
survie par la FAK pourrait impliquer l'activation de la kinase Akt qui s'effectue par 
l'intermédiaire de la PI-3 kinase (Khwaja et al., 1997). La kinase Akt est bien connue 
pour protéger la cellule contre l'apoptose en phosphorylant (et donc inactivant) le pro-
apoptotique Bad et la caspase-9 (Datta et al., 1997 ; Cardone et al., 1998). D'autres 
cibles de la PI 3-kinase, par exemple la kinase FRAP/mTOR, peuvent également 
médier la survie cellulaire (Hosoi et al., 1999). Cependant, la kinase FRAP/mTOR 
n'a pas été spécifiquement associée à la suppression de l' anoïkose jusqu'à présent. Le 
recrutement de Shc contribue également à la protection contre l'anoïkose (Pozzi et al., 
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1998). Ainsi, les kinases MAP ERKs, qui se retrouvent en aval de Shc, seraient 
possiblement impliquées dans la promotion de la survie par les intégrines (Fig. 6). 
Cette hypothèse est plausible, puisque l'inhibition des kinases MAP ERK.s est 
suffisante pour induire l'apoptose dans certains types cellulaires (Berra et al., 1998). 
3 .3 .2 Signalisation et anoïkose 
Les mécanismes responsables de l'induction de l'anoïkose demeurent 
largement incompris. Cependant, des études effectuées dans les cellules épithéliales 
nous apportent des brides de compréhension. Ces études nous apprennent que lors de 
l'anoïkose, la MEKK-1 (MAP kinase/ERK kinase kinase-!) est activée par épissage 
protéolytique (Cardone et al., 1997). Cet épissage protéolytique est effectué par une 
caspase effectrice (Cardone et al., 1997). L'inhibition de MEKK-1 inhibe 
partiellement l'anoïkose et l'activité des caspases effectrices. Ceci suggère donc une 
boucle d'amplification positive entre MEKK-1 et les caspases (Frisch et Ruoslahti, 
1997). La surexpression de Bcl-2 inhibe l'anoïkose en empêchant l'activation des 
caspases et de MEKK-1 (Frisch et al., 1996). Donc, Bcl-2 pourrait agir en amont de 
la cascade en empêchant l'activation de la caspase initiatrice (Frisch et Ruoslahti, 
1997) (Fig. 7). Au cours de l'anoïkose, il y a également activation des kinases MAP 
de stress JNKs (Jun NH2-terminal kinases) qui peuvent se trouver en aval de la 
MEKK-1. Tel qu'observé dans le cas de MEKK-1, l'activation des JNK.s au cours de 
l'anoïkose est dépendante des caspases (Frisch et al., 1996). Par contre, l'activité des 
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Figure 6. Intégrines et survie. Schéma représentant les voies de signalisation 
associées à la suppression de l' anoïkose. La liaison intégrine-matrice extracellulaire 
est capitale pour la survie cellulaire. Jusqu'à présent, il a été démontré que la 
promotion de la survie par les intégrines implique, dans certains cas, la tyrosine kinase 
F AK. la PI-3 kinase, la sérine/thréonine kinase Akt et les kinases MAP ER.Ks. 
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JNK.s n'est pas essentielle à l'anoïkose (Khwaja et Downward, 1997 ; Krestow et al., 
1999). La même observation a été rapportée dans le cas des kinases MAP p38, à 
savoir qu'elles sont activées au cours de l'anoïkose, mais leur inhibition n'empêche 
pas cette dernière (Khwaja et Downward, 1997) (Fig. 7). 
3.3.2.1 Kinases MAP p38 
La famille des «mitogen-activated proteim> (MAP) kinases permet de transmettre 
une variété impressionnante de signaux extracellulaires. Les kinases MAP sont 
subdivisées en trois sous groupe: les kinases MAP ERK.s, les JNKs (c-Jun NH2-
terminal kinase) et les kinases MAP p38. Chaque kinase MAP est le point culminant 
d'un module de signalisation où l'information est transmise par une cascade de 
phosphorylation hiérarchique. Cette cascade de phosphorylation se termine 
généralement par la translocation au noyau des kinases MAP et la phosphorylation de 
certains facteurs de transcription. 
Les JNKs et les kinases MAP p38 répondent principalement à divers stress 
cellulaires. Par exemple, les kinases MAP p38 sont activées en réponse à 
l 'hyperosmolarité (Han et al., 1994 ), à certaines toxines (Han et al., 1994) et à 
l'irradiation ultra-violet (Hazzalin et al., 1996). Elles sont également activées par 
certaines cytokines inflammatoires telle le TNF-a (Winston et al., 1997). Chez les 
mammifères, quatre isoformes des kinases MAP p38 ont été identifiées, soit p38 
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Figure 7. Voies de signalisation activées lors de l'anoïkose. La perte du lien cellule-
matrice extracellulaire active une caspase initiatrice et des caspases effectrices. Parmi 
les cibles des caspases effectrices, on retrouve la MEKK-1 qui se trouve alors activée 
par épissage protéolytique. Une boucle d'amplification positive entre MEKK-1 et les 
caspases se met alors en branle. Les MAP kinases JNKs et p3 8 sont également 
activées au cours de l'anoïkose. Par contre, leur activité n'est pas essentielle à 










a, p, y et 8. Ces différentes isoformes exhibent une distribution tissulaire 
différentielle. Ainsi, les isoformes a et p sont exprimées de façon ubiquitaire dans 
l'organisme, !'isoforme cS est concentrée dans le tissu nerveux, alors que p38 y est 
spécifique au tissu musculaire et n'apparaît qu'au cours de la différenciation 
myogénique. Les kinases MAP p38 phosphorylent entre autres les facteurs de 
transcription ATF-2 (Price et al., 1996), Sap-la (Janknecht et Hunter, 1997) et 
GADD153 (CHOP) (Wang et Ron, 1996). Elles activent également certaines kinases 
comme les MAPKAPK-2, -3 et -5 (MAP kinase-activated protein kinase) (Clifton et 
al., 1996). Les MAPKAPKs peuvent phosphoryler et activer hsp 27. Cette dernière 
peut, entre autre, moduler les propriétés des microfilaments d'actine (Guay et al., 
1997). 
L'activité des kinases MAP p38 est dépendante d'une double phosphorylation 
sur le motif TGY (thréonine-glycine-tyrosine). Cette double phosphorylation est 
effectuée par des kinases à double spécificité qui se retrouvent en amont des kinases 
MAP p38 dans la cascade de phosphorylation. Plus spécifiquement, les kinases 
MKK-3 (Han et al., 1994) et MKK-6 (Stein et al., 1996) sont principalement 
responsables de l'activation des kinases MAP p38. Ces kinases à double spécificité 
sont elles-mêmes activées par phosphorylation. Cette fonction est en partie assurée 
par les sérine/thréonine kinases de la famille MLK (mixed lineage kinases). Par 
exemple, MLK-3 peut phosphoryler et activer MKK.-3 et MKK-6 (Tibbles et al., 
1996). MKK-6 peut également être phosphorylée et activée par ASK-1 (apoptosis-
regulating kinase 1) (Ichijo et al., 1997). Les étapes en amont de l'activation de 
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Figure 8. Représentation schématique de la voie des kinases MAP p38. De façon 
générale, l'activation des kinases MAP p38 fait suite à différents stress cellulaires. 
L'activation des kinases MAP p38 se concrétise par la double phosphorylation du 
motif TGY (thréonine-glycine-tyrosine). En réponse à cette activation, les kinases 
MAP p3 8 transloquent au noyau et phosphorylent leurs substrats. En bout de ligne, 
l'activité des kinases p3 8 MAP peut influencer l'apoptose, la différenciation, 
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MLK-3 et ASK-1 sont peu caractérisées. Toutefois, il semble que des petites 
protéines G de la famille Rho, telles Rac et Cdc42, soient impliquées (Coso et aL, 
1995) (Fig. 8). 
Les fonctions des kinases MAP p38 font encore l'objet de nombreuses études. 
Toutefois, un certains nombres de fonctions leur ont été attribuées. Par exemple, les 
kinases MAP p38 sont impliquées dans la réponse immunitaire (Matsuda et al., 1998), 
l'inflammation (Crawley et al., 1997), la différenciation (Zester et al., 1999), la 
prolifération (Crawley et al., 1994) et l'apoptose (Xia et al., 1995). L'apoptose 
induite par une gamme étendue de stimuli semble impliquer les kinases MAP p38. 
Par exemple, les kinases MAP p38 sont nécessaires à l'apoptose des neurones privés 
de facteurs de croissance ou exposés à une trop forte concentration de 
neurotransmetteurs (Xia et al., 1995 ; Kawasaki et al., 1997). L'activation des kinases 
MAP p3 8 est également intimement reliée à l'apoptose induite par choc thermique 
(Gabai et al., 1997) ou irradiation UV (Franklin et al., 1998). Selon le type cellulaire 
étudié et le stimulus pro-apoptotique, les kinases MAP p3 8 peuvent agir en amont 
(Franklin et aL, 1998) ou en aval des caspases (Ozaki et al., 1999). Donc, le rôle des 
kinases MAP p3 8 dans l'apoptose peut être à la fois au niveau des étapes précoces et 
des étapes tardives. L'activation des kinases MAP p38 observée au cours de 
l'apoptose n'est pas toujours nécessaire au déroulement de celle-ci tel que mentionné 
précédemment dans le cas particulier de l'anoïkose ( Khwaja et al., 1997). De plus, 
l'activité des kinases MAP p3 8 peut également avoir un effet cytoprotecteur dans 
certains systèmes cellulaires (Roulston et al., 1998 ; Nemoto et al., 1998). Cette 
31 
versatilité des kinases MAP p38 face à l'apoptose serait due aux différentes 
isoformes. En effet, dans les lymphocytes T, p38j3 protège contre l'apoptose alors que 
p38a joue un rôle actif dans l'apoptose (Nemoto et al., 1998 ; Wang et al., 1998). De 
façon similaire, p38a induit l'apoptose dans les myocytes cardiaques (proches parents 
des fibres musculaires squelettiques), alors que p3813 contribue à l'hypertrophie de ces 
cellules (Wang et al., 1998). Donc, l'implication des kinases MAP p38 dans 
l'apoptose dépend du type cellulaire concerné, du stimulus pro-apoptotique et de 
!'isoforme spécifiquement activée. 
4. Dystrophies musculaires congénitales à déficience en mérosine 
Les dystrophies musculaires constituent un groupe hétérogène de 
physiopathologies d'origine génétique résultant en une faiblesse croissante et une 
dégénération progressive des fibres musculaires. L'hypotonie musculaire qui en 
résulte affecte les fonctions du muscle squelettique. Ceci se traduit par des troubles 
de locomotion et de posture ainsi que par des contractions et des déformations 
articulaires. 
La majorité des altérations génétiques en cause dans les dystrophies 
musculaires affectent des gènes codant pour des protéines impliquées dans l'adhésion 
des fibres musculaires (Campbell, 1995). Par exemple, une mutation dans le gène de 
la dystrophine est à la base des dystrophies musculaires de Duchenne-Becker. 
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Ensuite, des altérations génétiques primaires au niveau des sarcoglycans mènent à la 
perte d'expression du DAG, causant ainsi les sarcoglycanopathies. Finalement, 
l'altération des fonctions ou des niveaux d'expression de la mérosine conduit à la 
dystrophie musculaire congénitale à déficience en mérosine (Tsao et Mendell, 1999). 
L'acronyme MCMD ( «merosin-deficient congenital muscular dystrophy») est utilisé 
pour désigner ce type de dystrophie musculaire. Chez l'humain, la MCMD est une 
maladie autosomique récessive causée par une mutation dans le gène LAMA2 codant 
pour la sous unité a.2 de la mérosine (Helbling-Leclerc et al., 1995 ; Tomé et al., 
1994). Les différentes mutations résultent en la synthèse d'une protéine tronquée ou 
en l'absence totale de mérosine dans la lame basale des fibres musculaires. Des souris 
mutantes naturelles pour le gène lama2 ont servi de modèle d'étude et sont à la base 
de plusieurs découvertes importantes concernant la MCMD. Ainsi, la souris 
homozygote dyldy exprime des niveaux de mérosine quasi indétectable, tandis que la 
souris dy2Jldy2J exprime une sous-unité a.2 tronquée (Sunada et al., 1994 ; Xu et al., 
1994a, 1994b ). En majeure partie, les caractéristiques moléculaires et 
physiopathologiques des souris dyldy et dy2J!dy2J ont leur pendants chez les patients 
atteints de la MCMD. Donc, la souris constitue un bon modèle d'étude pour la 
MCMD. 
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4.1 Effets de l'absence de mérosine sur l'intégrité des fibres musculaires 
squelettiques 
Dans le but de mieux comprendre la MCMD, les effets de l'absence de 
mérosine sur l'intégrité des fibres musculaires ont été étudiés. Dans un premier 
temps, des études en microscopie électronique à transmission effectuées chez les 
souris dy et dy2J ont démontré des altérations morphologiques sévères de la lame 
basale des fibres musculaires en absence de mérosine. En effet, la lame basale des 
fibres musculaires est mince et discontinue chez ces souris (Xu et al., 1994a). 
D'autres études effectuées chez des lignées cellulaires myogéniques n'exprimant pas 
la sous-unité a2 de la mérosine ont permis de mieux comprendre les rôles joués par la 
mérosine dans le tissu musculaire (Vachon et al., 1996,1997). Ces études ont tout 
d'abord démontré que la mérosine, tout comme la laminine-1, joue un rôle important 
au niveau de la fusion des myoblastes (V achon et al., 1996) (Fig. 9). De ce fait, il est 
possible que la régénération soit affectée dans la MCMD, accentuant ainsi la 
dégénération musculaire. Cette hypothèse est supportée par une étude qui démontre 
que la régénération musculaire est inefficace chez des souris <<knock out» pour la 
sous-unité a2 de la mérosine (Kuang et al., 1999). D'autre part, il a été observé que 
les myotubes qui n'expriment pas la sous-unité a2 de la mérosine sont instables et 
dégénèrent (V achon et al., 1996). Lorsque ces mêmes myotubes sont cultivés en 
présence de mérosine purifiée ou transfectés avec la sous-unité a2 de la mérosine, 
ceux-ci se trouvent stabilisés (Vachon et al., 1996). Cependant, la laminine-1 ne 
partage pas cette fonction de la mérosine (V achon et al., 1996). Il a été également 
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rapporté que les myotubes déficients en mérosine entrent spontanément en anoïkose, 
ce qui explique la dégénération observée dans la MCMD (V achon et aL, 1996 ; Kuang 
et al., 1998). Il est important de noter que la survie des myoblastes non-fusionnés 
n'est pas affectée par l'absence de mérosine (Vachon et al., 1996). L'anoïkose des 
myotubes est spécifiquement due à l'absence de mérosine, puisque la restauration de 
son expression par transfection corrige l'instabilité des myotubes et inhibe l'anoïkose 
musculaire (Vachon et al., 1996). La mérosine joue donc un rôle critique et 
spécifique au niveau de la survie des myotubes. Ceci implique que l'anoïkose 
pourrait jouer un rôle majeure dans la progression physiopathologique de la MCMD 
(Fig. 9). 
Chez les souris dy et dy2J, l'absence de mérosine cause une diminution 
d'expression et une altération de la distribution membranaire des intégrines 
a7(A,B)r,3ID (Vachon et al., 1997). Toutefois, l'absence de mérosine n'altère pas 
l'expression du DAG (Vachon et al., 1997). Cette diminution d'expression des 
intégrines a7(A,B)f3 ID est également observée in vitro chez des myotubes déficients 
en mérosine. Cette perte d'expression n'est pas une conséquence de l'anoïkose, 
puisque la surexpression de Bcl-2 court-circuite l'anoïkose de ces myotubes sans 
toutefois restaurer l'expression des intégrines a7(A,B)r,31D (Vachon et al., 1997). 
L'altération d'expression des intégrines a7(A,B)f31D n'est cependant pas observée au 
niveau de l 'ARMm (V achon et al., 1997). Ainsi, il a été supposé que les intégrines 
a7(A,B)P ID sont dégradées en absence de leur ligand. Finalement, l'utilisation 
d'anticorps bloquant le domaine extracellulaire de la sous-unité r,31 a permis de 
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démontrer que la promotion de la survie par la mérosine s'effectue via l' intégrine 
a.7J31D (Vachon et al., 1997). Par conséquent, l'intégrine a.7J31D est essentielle à la 
survie des myotubes. D'ailleurs, des mutations dans le gène codant pour la sous-unité 
a.7 cause une dystrophie musculaire (Mayer et al., 1997 ; Hayashi et al., 1998). Ainsi, 
les fonctions de promotion de la survie des fibres musculaires de la mérosine seraient 
médiées par les intégrines a.7(A,B)J31D (Fig. 9). 
5. Modèles ceilulaires utilisés 
L'étude des caractéristiques et des fonctions du muscle squelettique a été 
facilitée par l'établissement de lignées cellulaires capables de différenciation 
myogénique. Parmi celles-ci, la lignée cellulaire C2 a été établie à partir du tissu 
musculaire prélevé chez les souris C3H (Y affe et Saxel, 1977). Ces souris ne 
présentent aucune anomalie musculaire. Le sous-clone C2C12 (Blau et al., 1985) est 
le plus utilisé de tous les sous-clones issus de la lignée parentale C2. Les myoblastes 
de la lignée C2C12 prolifèrent et demeurent indifférenciés aussi longtemps qu'ils sont 
maintenus à sous confluence par passages successifs. À l'atteinte de la confluence, 
les myoblastes cultivés dans un milieu à faible teneur en sérum entament un processus 
de différenciation myogénique résultant en la formation de myotubes polynucléés. 
Ces derniers expriment différents marqueurs de différenciation des fibres musculaires 
matures tels la myogénine, l'a.-actinine sarcomérique, la myosine musculaire, la 
créatine kinase et le récepteur de l' acétylcholine (Blau et al., 1985). Cependant, les 
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Figure 9. Représentation schématique de !'effets de l'absence de mérosine sur 
l'intégrité des fibres musculaires squelettiques. Une mutation dans le gène de la sous-
unité a2 de la mérosine est à la base de la dystrophie musculaire congénitale à 
déficience en mérosine. L'absence de mérosine se traduit par une fusion moins 
efficace des myoblastes, une altération de la structure de la lame basale, une baisse 














cultures de cellules C2Cl2 différenciées sont hétérogènes puisqu'elles contiennent 
des myotubes polynucléés ainsi que des myoblastes non-fusionnés (Fig. 1 OA). 
Les cellules de la lignée C2Cl2.B4, sous-clone de la lignée C2Cl2, 
n'expriment ni la sous-unité a.I ni la sous unité a.2 des laminines. Par le fait même, 
elles sont incapables de produire les laminine-1, -2, -4 et de fusionner (Vachon et al., 
1996) (Fig. IOB). La fusion des C2Cl2.B4 est partiellement rétablie suite à la 
transfection du gène codant pour la sous-unité a.I de la laminine-1 humaine 
(C2Cl2.B4/plam) (Vachon et al., 1996). Cependant, la fusion de ces cellules génère 
des myotubes instables qui entre spontanément en anoïkose due à l'absence de 
mérosine. Cette anoïkose n'affecte pas les myoblastes, elle est donc spécifique aux 
myotubes (Vachon et al., 1996). De plus, l'expression des intégrines a.7(A,B)[31D est 
altérée dans les C2Cl2.B4/plam. Tel que mentionné précédemment, cette altération 
d'expression a.7(A,B)[3 ID prévaut également in vivo chez les souris dystrophiques dy 
et d/J (Vachon et al., 1997). Donc, les C2Cl2.B4/plam constitue un modèle in vitro 
de choix pour l'étude de la MCMD. Les C2C12.B4 ont également été transfectées de 
façon stable avec la sous-unité a.2 de la mérosine, générant ainsi une autre lignée 
cellulaire nommée C2C12.B4/pmer (Vachon et al., 1996; cette étude). Comme dans 
le cas de la sous-unité a.1, l'expression de la sous-unité a.2 rétablit partiellement la 
fusion. De plus, les myotubes issus de la fusion des myoblastes C2Cl2.B4/pmer sont 
stables et n'entrent pas en anoïkose (Fig. lOB). L'utilisation des C2Cl2.B4/pmer 
permet de confirmer que les observations effectuées chez les C2C l 2.B4/plam sont 
38 
réellement dues à l'absence de mérosine et représentent un modèle in vitro de MCMD 
corrigée (V achon et al., 1996, 1997). 
6. Hypothèse et Objectifs 
Étant donné que : 1) l'adhésion cellulaire constitue un facteur déterminant 
pour la survie cellulaire et que les intégrines jouent un rôle majeur dans ce processus 
en initiant diverses voies de signalisation intracellulaires ; 2) la perte d'adhésion 
cellulaire active certaines voies de signalisation intracellulaires qui mènent à 
l'induction de l'anoïkose; 3) le système d'adhésion cellulaire cx7~1D-mérosine joue 
un rôle critique et spécifique dans la survie des fibres musculaires in vivo et in vitro ; 
notre hypothèse de travail est que le système d'adhésion cellulaire a7~1D-mérosine 
génère une signalisation spécifiquement impliquée dans la survie des myotubes. À 
l'inverse, l'altération de la liaison a7~ lD-mérosine engendre des voies de 
signalisation responsables de l'induction de l'anoïkose des myotubes, mais non pas 
des myoblastes indifférenciés. 
Dans le but de vérifier cette hypothèse, l'objectif général de la présente étude 
consistait à élucider les mécanismes moléculaires de l'anoïkose des fibres musculaires 
impliqués dans la MCMD. Nos objectifs spécifiques étaient les suivants: 
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1) Identifier les voies de signalisation, activées par le système d'adhésion 
cellulaire cx713 ID-mérosine, responsables de la survie des fibres musculaires. 
2) Identifier les voies de signalisation, activées lors de l'altération du système 
d'adhésion cellulaire cx7131D-mérosine, responsables de l'anoïkose des fibres 
musculaires. 
3) Caractériser les mécanismes moléculaires de régulation de l' anoïkose des 
fibres musculaires par l'étude des niveaux d'expression relatifs de certains 
homologues Bcl-2 pro- et anti-apoptotiques. 
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Figure 10. Modèles cellulaires. Les cellules de la lignée C2Cl2, originant du muscle 
squelettique de souris, ont la capacité d'entamer un programme de différenciation 
myogénique. Ce dernier résulte en la formation de myotubes polynucléés exprimant 
différents marqueurs de différenciation des fibres musculaires matures. (A) 
Photomicrographie de cultures de cellules C2Cl2 indifférenciées (1) et différenciées 
(2). Les têtes de flèches pointent des myotubes polynucléés qui se trouvent parmi un 
nombre important de myoblastes non-fusionnés. (B) Représentation schématique de 
la stratégie utilisée pour obtenir les C2Cl2.B4/plam et les C2Cl2.B4/pmer. Les 
cellules C2Cl2.B4/plam, n'exprimant pas la mérosine, constituent un excellent mode! 
d'étude de la MCMD. Pour leur part, les C2Cl2.B4/pmer permettent de confirmer 
que les observations faites chez les C2Cl2.B4/plam sont bel et bien dues à l'absence 


















II -MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. Culture cellulaire 
Les lignées cellulaires C2C12 (provenant originalement de l' American Type 
Culture Collection (Rockville, MD)), C2Cl2.B4 et C2Cl2.B4/plam (Vachon et al., 
1996) nous ont été gracieusement données par la Dre E. Engvall (The Burnham 
Institute, La Jolla, CA). Les cellules C2C12 (Blau et al., 1985), issues du muscle 
squelettique de souris, sont capables de différenciation myogénique. La lignée 
C2Cl2.B4 est un sous-clone de la lignée C2C12 obtenu par dilution limite (Vachon et 
al., 1996). Les cellules C2Cl2.B4/plam ont été obtenues par transfection stable de la 
sous-unité cxl de la laminine-1 humaine dans les C2Cl2.B4 (Vachon et al., 1996) 
(pour une description plus détaillée de ces types cellulaires voir la section 5 de 
l'introduction). Ces cellules ont été cultivées dans un milieu de culture DMEM 
(Gibco BRL, Burlington, Ont.) supplémenté de 10 % de sérum de veau fœtal (ICN 
biomedicals, Aurora, OH), de 10 mM Hepes, d'antibiotiques (100 U/ml de pénicilline 
et 100 µg/ml de streptomycine) et de 0,1 mM d'acides aminés non-essentiels (tous 
trois provenant de Gibco BRL). Les cellules ont été incubées à 37°C sous une 
atmosphère humide composée de 95 % d'air et de 5 % C02 jusqu'à confluence (48 
hrs). Le milieu culture était alors remplacé par un milieu de différenciation de même 
composition que le milieu de culture, excepté qu'il contenait seulement 1 % de sérum. 
Suite à ce changement de milieu, les cellules étaient incubées pendant cinq jours 
(milieu renouvelé aux 48 heures), dans les conditions décrites ci-haut, permettant ainsi 
leur différenciation myogénique (Vachon et al., 1996; Schuler et Sorokin, 1995). 
2. Transfection des C2Cl2.B4 avec la sous-unité a2de la mérosine (vecteur P941) 
L'expression de la mérosine a été restaurée dans les C2Cl2.B4 par 
transfection de la sous-unité a2 de la mérosine humaine. Cette dernière était sous le 
contrôle du promoteur du cytomégalovirus dans le vecteur d'expression pcDNA3 qui 
contenait un gène de résistance à la néomycine (G418). Ce vecteur d'expression, 
nommé P94 l (fournit par le Dr E. Engvall), a été transfecté dans les cellules 
C2C l 2.B4 par lipofection (V achon et al., 1996). La technique a été mise au point 
pour la transfection d'une culture cellulaire contenue dans un pétri de 100 mm 
(Becton-Dickenson Labware, Franklin Lake, NJ) à 50-60 % de confluence (V achon et 
al. 1996). 
Dans un tube de 12 ml (Sarstedt, St-Léonard, Qc), 10 µg du vecteur ont été 
ajoutés à 800 µl de milieu ne contenant ni sérum ni antibiotique (milieu de 
transfection). De façon concomitante, 200 µg de lipofectamine (Gibco BRL) ont été 
ajoutés à 800 µl de milieu de transfection dans un autre tube de 12 ml. Le contenu des 
deux tubes a alors été mélangé puis incubé pendant 45 minutes à température de la 
pièce avec agitations occasionnelles. À la fin de l'incubation, les cellules ont été 
lavées à deux reprises avec du milieu de transfection et 6,4 ml de ce milieu ont été 
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ajoutés au tube contenànt le mélange composé du vecteur d'expression et de la 
--
lipofectamine. La solution résultante (volume final de 8 ml) a été ajoutée à la culture 
cellulaire. Suite à une incubation de 5 heures à 37°C (conditions usuelles), 8 ml de 
milieu de transfection supplémenté de 20 % de sérum ont été ajoutés au pétri puis 
l'incubation s'est poursuivi pour une période de 24 heures. Le milieu a ensuite été 
remplacé par du milieu de culture frais jusqu'à ce que la culture cellulaire atteigne 90-
95 % de confluence. À ce moment, un passage des cellules (1 :5) a été effectué et la 
sélection a été amorcée grâce à un milieu de culture supplémenté de 400 µg/ml de 
G418 (Gibco BRL). Les colonies ont finalement été récupérées grâce à la technique 
du cylindre (Corning, Acton, MA) et soumises à une expansion clonale. Par la suite, 
les clones stables (C2Cl2.B4/prner) ont été cultivés de façon identique aux cellules 
non-trarisfectées excepté que l'agent de sélection était toujours présent dans le milieu 
de culture. 
3. Incubation avec les différents inhibiteurs 
Dans le but d'identifier des voies de signalisation impliquées dans la survie 
des fibres musculaires, nous avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques inhibant 
des voies de signalisation connues pour promouvoir la survie dans plusieurs types 
cellulaires. Les différents inhibiteurs utilisés ont été ajoutés à du milieu de 
différenciation pré-chauffé à 37°C. La solution résultante a été vortexée avant d'être 
utilisée pour remplacer le milieu de différenciation. La même procédure a été utilisée 
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pour l'anticorps P4C10 (100 µg/ml) qui est utilisé pour bloquer le domaine 
extracellulaire de la sous-unité f3 l des intégrines (Carter et al., 1990 ; Mould et al., 
1997 ; Vachon et al., 1997). 
3.1 Inhibiteurs pharmacologiques utilisés 
Herbimycine A (Sigma, Oakville, Ont.). Inhibiteur des tyrosines kinases. 
L'herbimycine A est reconnue pour inhiber efficacement les tyrosines kinases de la 
famille Src à une concentration de 1 µM (Park et al., 1991 ). 
PP2 (Calbiochem, San diego, CA). Inhibiteur sélectif des tyrosines kinases de la 
famille Src (Keely et Parise, 1996). Nous avons utilisé le PP2 à une concentration de 
5-20 µM ( Keely et Parise, 1996). 
SB 202190 (Calbiochem). Inhibiteur des kinases MAP p38 (Young et al., 1997). 
Nous avons utilisé le SB 202190 à une concentration de 20 µM, une concentration 
fréquemment utilisée (Wang et al., 1998). 
PD 98059 (Calbiochem). Inhibiteur sélectif des MAP kinases kinases MEK-1 et -2. 
Donc, le PD 98059 permet d'inhiber indirectement les kinases MAP p42/p44 qui se 
trouvent en aval des MEKs. Tout comme le suggère la littérature, nous avons 
employé le PD 98059 à une concentration de 20 µM (Dudley et al., 1995). 
45 
Ly 294002 (Calbiochem). Inhibiteur efficace et spécifique de la PI 3-kinase (Vlahos 
et al., 1994). Nous avons utilisé le Ly 294002 à une concentration de 5 µM (Vlahos et 
al., 1995). 
Rapamycine (Sigma). Inhibiteur de la kinase FRAP/mTOR. Nous avons utilisé la 
rapamycine à une concentration de 20 ng/ml, une concentration couramment utilisée 
(Aagaard-Tillery et al., 1994). 
GFI09203X (Calbiochem). Inhibiteur à large spectre des PKCs. Le GF109203X est 
normalement utilisé à une concentration de 2 µM (Heikkila et al., 1993). Nous 
l'avons utilisé à des concentrations variant de 1 à 4 µM. 
Go6983 (Calbiochem). Inhibiteur à large spectre des PKCs. Le Go6983 est 
normalement utilisé à une concentration de 5 µM (Stempka et al., 1997). Nous 
l'avons utilisé à des concentrations variant de 2,5 à 10 µM. 
Cytochalasine D (Sigma). Interfère avec la polymérisation de l'actine et empêche 
l'activation de la tyrosine kinase FAK (Lipfert et al., 1992). Nous avons utilisé la 
cytochalasine D à une concentration de 1 µM. 
Indométacine (calbiochem). Inhibiteur des cyclooxygénase-1 et -2. Nous avons 
utilisé l'indométacine à une concentration de 1 µM (Futaki et al., 1994).0 
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NS398 (Calbiochem). Inhibiteur sélectif de la cyclooxygénase-2. Nous avons utilisé 
le NS398 à une concentration de 10 µM (Futaki et al., 1994). 
Tableau 1. Inhibiteurs pharmacologiques utilisés 
Inhibiteurs Enzyme inhibée Concentration Source utilisée 
Herbimycine A TKs Src 1 µM Sigma 
PP2 TKs Src 5 µM Calbiochem 
SB 202 190 MAPKp38 20 µM Calbiochem 
PD 98059 MEK 1-2 20 µM Calbiochem 
Ly 294002 PI-3 kinase 5 µM Calbiochem 
Rapamycine mTOR 20 ng/ml Sigma 
GF 109203X PKC l-4µM Calbiochem 
Go 6983 PKC 2,5-10 µM Calbiochem 
Cytochalasine D FAK lµM Sigma 
Indométacine Cyclooxygénase-1,2 1 µM Calbiochem 
NS398 Cyclooxygénase-2 IOµM Calbiochem 
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4. Mise en évidence de /'apoptose 
4.1 Détection de la dégradation intemucléosomique del' ADN sur gel d'agarose 
L'impact des différents inhibiteurs sur la survie cellulaire a été évalué par 
détection de la dégradation intemucléosomique de l' ADN (une caractéristique de 
l'apoptose) sur gel d'agarose. Le protocole utilisé était une version légèrement 
modifiée de la technique décrite par Bissonette et al. en 1998. Dans la première étape 
de ce protocole, le milieu de culture a été récupéré dans un tube de 12 ml et centrifugé 
à 1500 rpm dans une centrifugeuse Centra CL3R (International Equipement Company 
(IEC), Needham Height, MA) pendant 5 minutes. Pendant ce temps, 700 µl de 
tampon de lyse (0,6 % SDS, 10 mM EDTA) ont été ajoutés aux cellules toujours 
adhérentes dans le pétri (100 mm). Le culot, issu de la centrifugation, a été récupéré 
ave.:: 50 µl de tampon de lyse et ajouté au pétri pour une incubation de 20 minutes à 
température de la pièce. Les cellules ont été ensuite récupérées dans un microtube 
(Sarstedt) et une solution de NaCl 5 M a été ajoutée pour obtenir une concentration 
finale de 1 M. Après une incubation de 16 hrs à 4 °C, les échantillons ont été 
centrifugés à 13 000 rpm pendant 30 minutes toujours à 4 °C (microfugeuse Micro 12 
; Fischer Scientific, Nepean, Ont.). Par la suite, les surnageants ont été transférés dans 
de nouveaux microtubes, une extraction phénol(25)/chloroforme(24)/isoamyl(1) 
(Fischer Scientific) a été effectuée et la concentration de NaCl a été amené à 1,3 M 
avant la précipitation avec 1 volume d'isopropanol à - 20 °C. Suite à une 
centrifugation à 13 000 rpm pendant 30 minutes (4 °C), les culots obtenus ont été 
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lavés avec 500 µl d'éthanol 100 % (-20 °C) puis séchés. Ils ont ensuite été 
resuspendus dans 30 µl de TE (Tris 10 mM pH 8, 1 mM EDTA) et incubés en 
présence de 80 µg/ml d' ARNase A (Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, Qc) pendant 1 
heure à 3 7°C. Les contenus en ADN des échantillons ont été mesurés au 
spectrophotomètre (Genesis 5 ; Milton Roy, Rochester, NY) à 260 nm et 20 µg de 
chaque échantillon ont été soumis à une électrophorèse sur gel d'agarose (BIO-RAD, 
Hercules, CA) 1,5 % contenant 0,0001% de bromure d'éthidium (Fischer Scientific). 
L'électrophorèse s'est déroulée à 100 V dans un tampon TAE (40 mM Tris, 0,2 % 
acide acétique glaciale et lmM EDTA) qui servait également à dissoudre l'agarose. 
Finalement, le gel a été photographié sous UV grâce à un trans-illuminateur et à une 
caméra digitale (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA). 
4.2 TUNEL in situ 
Le TUNEL Œerminal deoxynucleotidyl transferase dUTP mediated gick ~nd 
!abelling) in situ est une autre technique permettant la détection de la dégradation de 
l' ADN. Cependant, cette technique possède la particularité de permettre la détection 
de la dégradation de l 'ADN au sein de cellules individuelles. La technique consiste à 
marquer l'extrémité 3'-0H des fragments d'ADN avec un nucléotide couplé à un 
épitope telle la dioxygénine. Le nucléotide est ajouté par réaction enzymatique 
catalysée par la «terminal deoxynucleotidyl transferase» (TdT). Le marquage des 
fragments d' ADN peut finalement être visualisé au microscope à fluorescence par 
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l'utilisation d'un anticorps anti-dioxigénine couplé à la fluorescéine isothiocyanate 
(FITC). Le TUNEL in situ a été effectué selon une version modifiée du protocole 
fournit avec le <<Apoptag fluorescein in situ detection kit» (Intergen, Purchase, NY). 
Premièrement, les cellules, cultivées sur lamelles de verre 12 mm (Fischer Scientific), 
ont été fixées dans une solution de PBS/fonnaldéhyde (Sigma) 2 % pendant 45 
minutes à 4 °C. La fixation se déroulait directement dans le puit de la plaque 24 puits 
(coming) dans laquelle les cellules ont été cultivées. Les lamelles ont ensuite été 
lavées sous agitation à trois reprises pendant 5 minutes dans du PBS contenant 0, 1 % 
triton-X-100 (Boeringer Mannheim, Laval, Qc) pour perméabiliser les cellules et à 
une reprise dans du PBS. Les lamelles étaient alors transférées sur une lame de verre 
(Fischer Scientific) puis incubées 2 minutes avec le tampon d'équilibration. La 
réaction a été ensuite amorcée par l'ajout de la solution enzymatique (TdT diluée 
3,33 fois dans le tampon de réaction) à 37 °C pour 1 heure. La réaction se terminait 
par l'incubation des lamelles dans le tampon d'arrêt pendant 10 minutes à température 
de la pièce. Suite à trois lavages de 5 minutes dans du PBS, les lamelles ont été 
incubées avec l'anticorps anti-dioxigénine couplé à la fluorescéine (dilué 2, 15 fois 
dans la solution de blocage) pour une période de 30 minutes à température de la pièce. 
Les lamelles étaient alors lavées à trois reprises durant 5 minutes dans du PBS, 
colorées dans une solution de 0.01 % de bleu d'Evans (Sigma) puis soumises à 
nouveau à trois lavages de 5 minutes toujours dans du PBS. Finalement, les lamelles 
ont été montées dans une solution de glycérol-PBS 9 : 1 contenant 0, 1 % de 
paraphénylène diamine (Sigma) puis observées à l'aide d'un microscope Reichert 
Polyvar 2 (Leica, St-Laurent, Qc). 
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5. Isolement des myotubes (Version modifiée de Belkin et al.. 1996) 
Comme mentionné à la section 5 de l'introduction, la différenciation in vitro 
des C2C 12 n'est pas totalement efficace. L'étude des propriétés spécifiques aux 
myotubes demande donc leur isolation de la population totale qui contient également 
des myoblastes non-fusionnés. La technique utilisée à cette fin consistait à aspirer le 
milieu de culture d'un pétri de 1 OO mm puis à rincer deux fois avec du PBS. Par la 
suite, les cellules ont été incubées dans 1 ml d'une solution composée de 0,05 % 
trypsine et de 0,53 mM EDTA (Gibco BRL) diluée 1/5 dans du milieu DMEM 
pendant 10 minutes à 37°C. Les myotubes étaient alors récupérés avec 4 ml de PBS à 
4 °C. Lorsque les myotubes étaient isolés dans le but d'observer l'activation des 
kinases MAP p38, 100 µM d'orthovanadate de sodium (inhibiteur des tyrosines 
phosphatases) étaient ajoutés. La solution de récupération était ensuite recueillie dans 
un tube de 12 ml et centrifugée à 1500 rpm pendant 3 minutes. Les myotubes (culot) 
ont été ensuite solubilisés dans 200 µI de tampon de solubilisation Laemmli (se référer 
à la section 6). 
SI 
6 Western Blot 
6.1 Solubilisation des protéines 
Une fois le milieu de culture aspiré, les cellules (pétri de l OO mm) ont été lavées à 
deux reprises avec du PBS. Par la suite, 700 µl de tampon de solubilisation Laemmli 
(Tris-HCl 125 mM pH 6,8, 0,23 % de SDS, 10 % de glycérol, 0,005 % de bleu de 
bromophénol (Sigma) et 5 % de f3-mercatoéthanol (BIO-RAD)) ont été ajoutés par 
pétri de 100 mm (200 µl dans le cas des myotubes isolés). Après 10 minutes, les 
échantillons ont été récupérés dans un microtube, soniqués (Ultrasonic processor ; 
Mandel Scientific, St-Laurent, Qc) 4 fois pendant 5 secondes puis chauffés à 100 °C 
(Standard Heatblock,; VWR Canlab, Ville Mont-Royal, Qc) pour une période de 5 
minutes. Finalement, les débris cellulaires restants ont été éliminés suite à une 
centrifugation de 10 minutes à 13 000 rpm (microfugeuse Micromax; IEC) et les 
surnageants ont été conservés à -20 °C. 
6.2 Électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SOS-PAGE) 
Suite au dosage selon la méthode modifiée de Lowry (Peterson G.L., 1977), 
cinquante microgrammes de protéines ont été prélevés de chaque échantillon puis 
chauffés à 100°C pendant 5 minutes avant d'être séparés sur gel de polyacrylamide 
dénaturant 10 % ou 15 % (Ready gel Tris 15 % ; BIO-RAD). Un marqueur de poids 
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moléculaire coloré a aussi été déposé sur le gel (7,2-212 kD Broad Range ; BIO-
RAD). L'électrophorèse se déroulait à 100 volts dans un tampon composé de 25 mM 
Tris, 0, 1 % SDS et 192 mM glycine. Une fois la migration complétée, les protéines 
ont été soumises à un électrotransfert liquide (100 V, 1 heure) sur une membrane de 
nitrocellulose (Gibco BRL) pré-incubée 10 minutes dans le tampon de transfert (25 
mM Tris, 192 rnM glycine et 20 % méthanol). L'efficacité du transfert a été vérifié 
par coloration de la membrane au rouge ponceau (Sigma) 0,2 %. Les membrane ont 
été décolorées dans du PBS contenant 0,05 % de tween-20 (BIO-RAD). 
6.3 Immunodétection des protéines (Western Blot) 
Les membranes ont d'abord été saturées en protéines (blocage) par une incubation 
minimale d'une heure dans une solution de lait écrémé en poudre IO% dissout dans le 
PBS/tween-20 0,05 % (blotto ). Les membranes ont ensuite été incubées dans la 
solution d'anticorps primaire (dilué dans le blotto) pour une période de 16 heures à 4 
°C. Par la suite, les membranes ont été soumises à quatre lavages de 5 minutes sous 
agitation dans la solution de PBS/tween-20 0,05 %. Cette étape a été suivie de 
l'incubation avec la solution d'anticorps secondaire couplé à la peroxydase, aussi 
dilué dans le blotto, pendant une heure à température de la pièce. Les membranes ont 
alors été lavées 2 fois avec la solution PBS/tween-20 0,05 % et 2 fois avec du PBS 
pour une période de 5 minutes à chaque fois. Les bandes immunoréactives ont 
finalement été révélées par ajout de la solution ECL (Amersham Life Science, 
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Piscataway, NJ) et exposition sur des films Hyper film ECL (Amersham Life 
Science). 
6 .3 .1 Anticorps primaires utilisés 
A) Anticorps polyclonaux produits chez le lapin. 
Les anticorps polyclonaux dirigés contre Bcl-2 (1632/34-19) (Krajewski et al., 
1994a), Bax (1696-4) (Krajewski et al., 1994b), Bel-XL (1695-5) et Bag-1 (1735) 
(Takayama et al., 1995 ; Wang et al., 1996) nous ont été gracieusement fournis par le 
Dr J.C. Reed (La Jolla Cancer Research Foundation, CA). Nous avons également 
utilisé les anticorps polyclonaux dirigés contre BAK (G-23-G) (Santa Cruz, Santa 
Cruz, CA), Fyn (FYN3) (Santa Cruz), Yes (c-Yes(3)) (Santa Cruz), p38 active (p38 
MAPK (thr 180/tyr 182)) (New England Biolabs, Missisauga, Ont.) et p38 totale 
(p38MAPK Ab) (New England Biolabs). 
B) Anticorps monoclonaux originant de la souris 
Nous avons utilisé des anticorps monoclonaux dirigés contre Bad (B36 420 
clone 48) (Transduction Laboratories, Missisauga, Ont.), l'actine (Anti-actine clone 
4) (Roche Diagnostics, Laval, Qc) et l'a-actinine sarcomérique (EA-53) (Sigma). 
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6.3 .2 Anticorps secondaires 
Nous avons utilisé les anticorps secondaires couplés à la peroxydase NA 9340 
(Amersham) dirigés contre des lgG de lapin et NA 931 (Amersham) dirigé contre des 
lgG de souris. 
Tableau 2. Anticorps utilisés pour les analyses en western blot 
Anticorps primaires 
Anticorps Type/espèce Protéine Dilution Source reconnue 
1632/34-19 Polyclonal/lapin Bcl-2 111000 J.C. Reed 
1696-4 Polyclonal/lapin Bax 111000 J.C. Reed 
1695-5 Polyclonal/lapin Bel-XL 111000 J.C. Reed 
1735 Polyclonal/lapin Bag-1 112000 J.C. Reed 
G-23-G Polyclonal/lapin Bak 11500 Santa Cruz 
B36 420 Monoclonal/souris Bad 11500 Transduction (clone 48) Labo rata ries 
FYN3 Polyclonal/lapin Fyn 111000 Santa cruz 
c-Yes (3) Polyclonal/lapin Yes 11500 Santa Cruz 
p38 MAPK (thr Polyclonal/lapin PPp38 11500 NewEngland 180/tyr 182) Biolabs 
p38 MAPKAb Polyclonal/lapin p38 111000 NewEngland Biolabs 
Anti-actine Monoclonal/souris Actine 115000 Roche clone 4 diagnostics 
EA-53 Monoclonal/souris cx-actinine 115000 Sigma sarcomérigue 
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6.4 Déshybridation des membranes 
Pour certaines expériences d'analyse en western Blot, les membranes ont été 
déshybridées suite à une première utilisation par une incubation de 20 minutes à 
température de la pièce dans une solution de 100 mM glycine à pH 2,9. Les 
membranes ont ensuite été lavées à trois reprises pendant 5 minutes avec du PBS. Le 
Western Blot subséquent était amorcé à l'étape du blocage avant l'incubation avec 
l'anticorps primaire. 
6.5 Test statistique 
Suite à l'analyse densitométrique, le test statistique de Student a été utilisé pour 
déterminer si les valeurs étaient significativement différentes du contrôle dans un 
intervalle de confiance 0,001 :::; p:::; 0,05. 
7 Dosage de l'activité de la tyrosine kinase Fyn 
Le dosage de l'activité des kinases Fyn et Y es a été réalisé selon le protocole de 
Chen et al. en 1994. 
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A) Lyse cellulaire. Les cellules (pétri 100 mm) ont d'abord été lavées à deux 
reprises avec le tampon de lavage refroidi à 4 °C (25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl 
et 100 µM d'orthovanadate de sodium). Ensuite, les cellules ont été solubilisées dans 
700 µl de tampon de lyse (25 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCI, 1 % Nonidet P-40, 100 
µM d'orthovanadate de sodium, IO mM NaF, 1 % aprotinine, 1 µg/ml leupeptine et 
lmM de fluorure de phénylmethylsulfonyl) pendant 10 minutes à 4 °C, récupérées 
dans un micro tube puis centrifugées à 4 °C pendant 10 minutes à 10000 rpm. 
Finalement, les sumageants ont été transférés dans de nouveaux microtubes et soumis 
à l' immunoprécipitation. 
B) Immunoprécipitation des tyrosines kinases Fyn et Yes. À 800 µg de protéine, 
2 µg d'anti-Fyn ou d'anti-Yes (Santa Cruz) ont été ajoutés puis le volume a été ajusté 
à 800 µl avec le tampon de lyse. Suite à une incubation de 2 heures à 4 °C avec 
agitation, 4 µg de billes de sépharose conjuguées à la protéine A (Sigma) ont été 
ajoutés puis l'incubation s'est poursuivit pour une heure. Les échantillons ont alors 
été centrifugés à 8000 rpm pendant 30 secondes à 4 °C, le surnageant a été aspiré et 
les billes ont été lavées à trois reprise avec 1 ml de tampon de lyse ( 4 °C) et à une 
reprises avec lml de tampon kinase (20 mM Hepes pH 7,5, IO mM MnCh et lmM 
DIT) à 4°C dans le but d'engendrer les conditions optimales pour l'essai kinase. 
C) Essai kinase. La réaction enzymatique s'est déroulée dans 20 µl de tampon 
kinase supplémenté de 2 µCi de [y-32P]ATP pendant 20 minutes à 30 °C. Après que la 
réaction ait été arrêtée par l'ajout de tampon de solubilisation Laemmli 4X, les 
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échantillons ont été chauffés à 1 OO °C pendant 5 minutes puis déposés sur gel de 
polyacrylamide dénaturant 10 %. Le gel était alors autoradiographié sur film kodak 
Biomax MR (Kodak) à -80°C. Les protéines contenues dans le gel ont finalement été 
transférées sur une membrane de nitrocellulose par électro-transfert semi-sec dans un 




1. L'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src induit l'apoptose dans les 
cultures de cellules C2CJ 2 différenciées 
Dans le but d'identifier une ou des voies de signalisation importantes pour la 
survie des fibres musculaires squelettiques, nous avons utilisé différents inhibiteurs 
pharmacologiques inhibant des voies de signalisation reconnues pour promouvoir la 
survie dans d'autres types cellulaires. Grâce à cette stratégie, nous observons que 
l'herbimycine A, qui inhibe les tyrosines kinases de la famille Src, induit la 
fragmentation intemucléosomique de l 'ADN caractéristique à l'apoptose après 24 
heures d'incubation (Fig. 1 IA piste 8). Le PP2 (inhibiteur spécifique des tyrosines 
kinases de la famille Src) a également été utilisé pour démontrer que l'apoptose 
induite par l'herbimycine A est vraiment due à l'inhibition des tyrosines kinases de la 
famille Src (figure l IA piste 9). En présence d'herbimycine A, l'échelonnage d' ADN 
est sans équivoque à partir de 12 heures et s'intensifie jusqu'à 24 heures d'incubation 
(Fig. llB). Les tyrosines kinases de la famille Src peuvent se trouver en amont à la 
fois des kinases MAP ER.Ks et de la PI-3kinase. Cependant, ni les kinases MAP 
ERK.s ni la PI-3kinase ne sont nécessaires à la survie des cellules C2C12 
différenciées, puisque leur inhibition par le PD 98059 20 µM et le Ly 294002 5 µM, 
respectivement, n'induit pas l'apoptose après 24 et 48 heures d'incubation (Fig. 1 IA 
piste 4,5 et C piste 7,8). De plus, l'inhibition simultanée de ces deux voies n'est pas 
suffisante pour induire l'apoptose (Fig. 11 C piste 2). Ceci élimine la possibilité que 
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l'activité d'une de ces voies en aval des tyrosines kinases de la famille Src puisse 
compenser l'inhibition de l'autre. Finalement, la kinase d'adhésion focale (FAK), la 
kinase FRAP/mTOR et les kinases MAP p38 ne sont pas requises pour la survie des 
cellules C2C12 différenciées, puisque l'inhibition de ces voies n'induit pas l'apoptose 
chez ces dernières (Fig. l IA piste 3,6,7 et C piste 9). Notons également que 
l'inhibition simultanée des kinases MAP ERK.s et de FRAP/mTOR n'affecte pas la 
survie des cellules C2C12 différenciées (Fig. 1 IC piste 3). Il en va de même lors de 
l'inhibition simultanée de la PI-3 kinase et de FRAP/mTOR (Fig. 1 IC piste 4). Donc, 
de toutes les voies étudiées, seules les tyrosines kinases de la famille Src semblent 
essentielles à la survie des cellules C2C12 différenciées. 
2. L'apoptose due à ! 'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src est spécifique 
aux myotubes 
Sachant que les myoblastes et les myotubes ont une régulation différentielle de 
leur survie à l'égard de l'adhésion cellulaire (voir introduction; Vachon et al., 1996), 
nous avons vérifié s'il en était de même au niveau des voies de signalisation. 
Contrairement à ce qui est observé dans le cas des cultures de cellules C2C12 
différenciées, la survie des myoblastes à sous-confluence n'est pas affectée par 
l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src et ce jusqu'à 48 heures 
d'incubation (Fig. 12A piste 3 et B piste 5). La survie des myoblastes à sous-
confluence semble plutôt dépendante de l'activité kinases MAP ERK.s. En effet, 
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Figure 11. L'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src induit l'apoptose des 
cellules C2Cl2 différenciées. {A,B et C) Analyse de la dégradation 
intemucléosomique de I' ADN sur gel d'agarose (20 µg d' ADN/puit). Dans chaque 
cas, les cellules sont cultivées dans un milieu DMEM contenant 1 % de sérum et sont 
récoltées au sixième jour de post-confluence. (A) Des cellules C2Cl2 différenciées 
ont été incubées pendant 24 heures en présence de 1 µM de cytochalasine D (Cyto.D), 
20 µM de PD 98059 (PD), 5 µM de Ly 294002 (Ly), 20 ng/ml de rapamycine (Rap.), 
20 µM de SB 202190 (SB), 1 µM d'herbimycine A (Herb.A) et 5 µM de PP2. 
L 'herbimycine A et le PP2 causent l'apoptose des cellules C2C 12 différenciées (piste 
8 et 9). (B) Des cellules C2Cl2 différenciées ont été incubées avec 1 µM 
d'herbimycine A (Herb.A) pendant divers temps compris entre 0 et 24 heures. La 
dégradation intemucléosomique de l' ADN est apparente après douze heures 
d'incubation (piste 4-6). (C) Des cellules C2Cl2 différenciées ont été incubées avec 
différentes combinaisons d'inhibiteurs, soit 20 µM de PD 98059 + 5 µM de Ly 
294002 (PD + Ly), 20 µM de PD 98059 + 20 ng/ml de rapamycine (PD + Rap.) et 5 
µM de Ly 294002 + 20 ng/ml de rapamycine (Ly + Rap.) pendant 24 heures (pistes 1-
5) ou avec 20 µM de PD 98059 (PD), 5 µM de Ly 294002 (Ly), 20 ng/ml de 
rapamycine (Rap.) et 1 µM d'herbimycine A (Herb.A) pendant 48 heures (pistes 6-
10). Aucune induction d'apoptose n'est observée dans ces conditions excepté en 
présence d'herbimycine A qui est utilisée comme contrôle positif d'apoptose. Autres 
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l'inhibition de ces dernières pendant 48 heures induit l'apoptose des myoblastes (Fig 
12B piste 2). Ceci suggère donc que la promotion de la survie par les tyrosines 
kinases de la famille Src est spécifique aux myotubes, mais il est également possible 
que les myoblastes acquièrent une sensibilité par rapport à l'inhibition de ces kinases 
à post-confluence. Cette hypothèse est réfutée par le TUNEL in situ présenté à la 
figure 12C qui indique clairement que les noyaux positifs pour la dégradation d' ADN 
sont localisés exclusivement dans les myotubes. Finalement, notons que la survie des 
myoblastes n'est pas affectée par l'inhibition d'une durée de 48 heures de la PI-3 
kinase et de FRAP/mTOR (Fig. 12B piste 3,4). Donc, à l'instar des composantes de 
l'adhésion cellulaire, la survie des myoblastes et des myotubes dépend de voies de 
signalisation différentes. 
3. Les myoblastes et les myotubes exhibent des niveaux différentiels d'expression des 
tyrosines kinases Fyn et Yes 
Suite à r observation que les tyrosines kinases de la famille Src jouent un rôle 
dans la survie des myotubes spécifiquement, nous avons caractérisé l'expression de 
deux membres de cette famille de kinases, soit Fyn et Yes, chez les myoblastes et les 
myotubes isolés. La tyrosines kinase p6oc-Src semblait une candidate moins 
intéressante, puisque son activité dans les myotubes affecte le phénotype différencié 
(Castellani et al., 1995, 1996). Cependant, cette hypothèse reste à démontrer. Les 
myotubes exhibent un niveau d'expression de Yes plus élevé que les myoblastes (Fig. 
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Figure 12. L'apoptose due à l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src est 
spécifique aux myotubes. (A-B) Analyse de la dégradation intemucléosomique de 
l' ADN sur gel d'agarose (20 µg d' ADN/puit). (A) Des myoblastes à sous-confluence 
cultivés dans un milieu DMEM contenant 1 % de sérum ont été incubés en absence 
(Cont.) ou en présence de 1 µM d'herbimycine A (Herb.A) pendant 24 heures. La 
survie des myoblastes n'est pas affectée par ce traitement. (B) Des myoblastes à sous-
confluence cultivés dans un milieu DMEM sans sérum ont été incubés pendant 48 
heures en présence de 20 µM de PD 98059 (PD}, 5 µM de Ly 294002 (Ly), 20 ng/ml 
de rapamycine (Rap.) et 1 µM d'herbimycine A (Herb.A). Le PD 98059 induit 
l'apoptose chez les myoblastes à sous-confluence. (C) TUNEL in situ effectué sur 
des cultures de cellules C2C12 différenciées (cultivées dans un milieu DMEM 
contenant 1 % de sérum) à 6 jour post-confluence en absence (1) ou en présence (2-3) 
de lµM d'herbimycine A (Herb.A) pendant 24 heures. Les flèches délimitent un 
myotube alors que les astérisques ciblent des régions riches en myoblastes non-
fusionnés. Les noyaux positifs pour la dégradation d' ADN se situes exclusivement 
dans les myotubes. Autres abréviations : Std. = standard de poids moléculaire 
d' ADN, Cont. =cellules contrôle non-traitées. 
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13A panneau inférieur). Tant qu'à elle, la tyrosine kinase Fyn est presque 
exclusivement exprimée dans les myotubes (Fig. 13A panneau supérieur). Dans les 
deux cas, le niveau d'expression de l'actine a été utilisé pour vérifier que des quantités 
de protéines totales similaires ont été analysées. La figure 13B indique que l'activité 
de Fyn dans les cultures de cellules C2Cl2 différenciées est beaucoup plus importante 
que dans les myoblastes à sous-confluence où elle est quasi indétectable. Cette figure 
montre également que le PP2 et l'herbimycine A, utilisés pour inhiber les tyrosines 
kinases Src, inhibent de façon importante l'activité de Fyn. Ainsi, les myotubes 
exhibent des niveaux d'expression plus élevés des tyrosines kinases Fyn et Yes que 
les myoblastes. De plus, l'activité de Fyn est presque exclusive aux myotubes. 
4. L'activité des kinases MAP p38 est nécessaire à l'apoptose induite par l'inhibition 
des tyrosines kinases de la famille Src 
Dans le but de décortiquer les événements en aval de l'inhibition des tyrosines 
kinases de la famille Src dans l'apoptose des myotubes, nous avons vérifié le rôle 
potentiel des kinases MAP p38 dans ce processus. L'apoptose due à l'inhibition des 
kinases de la famille Src (Fig. l 4A piste 6) est inhibée de façon dose dépendante par 
le SB 202190 (Fig. 14A piste 3-5). En effet, la dégradation internucléosomique de 
l' ADN est fortement atténuée à 5 µM alors qu'elle est presque totalement bloquée à 
partir de 10 µM de SB 202190 (Fig. l 4A). Cependant, les inhibiteurs 
pharmacologiques sont limités par une spécificité qui n'est pas nécessairement 
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Figure 13. Les myoblastes et les myotubes montrent des niveaux d'expression 
différents des tyrosines kinases Fyn et Y es. (A) Des myoblastes à sous confluence et 
des myotubes isolés à partir de cultures cellulaires à 6 jours post-confluence ont été 
lysés dans le tampon Laemmli. Par la suite, 50 µg de lysat cellulaire ont été séparés 
sur gel de polyaccrylamide 15 %, transférés sur une membrane de nitrocellulose et 
soumis à un immunobuvardage avec des anticorps spécifiques pour les tyrosines 
kinases Fyn et Yes. Un anticorps anti-actine a également été utilisé pour montrer que 
la quantité totale de protéine est comparable dans chaque échantillon. Les myotubes 
montrent des niveaux d'expression plus élevés des tyrosines kinases Fyn et Y es que 
les myoblastes. (B) Suite à son immunoprécipitation, l'activité de Fyn a été mesurée 
par auto-phosohorylation en présence de [y-32P]ATP dans les cellules C2Cl2 non-
différenciées (myoblastes) et différenciées. L'activité de Fyn est beaucoup plus 
importante des les cellules C2Cl2 différenciées que dans les myoblastes. L'activité 
dans les cellules C2C 12 différenciées a également été mesurée en présence de 5 µM 
de PP2 et de 1 µM d'herbimycine A (Herb. A). Le PP2 et l'herbimycine A atténues 
fortement l'activité de Fyn. En A et B, les myoblastes à sous-confluence et les 
C2Cl2 différenciées ont été cultivés dans un milieu DMEM contenant 1 % de sérum. 
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absolue. Par exemple, le SB 203580 (inhibiteur de p38 très similaire au SB 202190) 
peut activer la kinase Raf-1, qui se trouve en amont des kinases MAP ERKs, ainsi 
qu'inhiber les cyclooxygénases-1 et -2 (B0rsch-Haubold et al., 1998 ; Hall-Jackson et 
al., 1999 ; Kalmes A. et al., 1999). Dans un premier temps, nous avons vérifié que 
l'effet protecteur du SB 202190 n'était pas dû à une stimulation des kinases MAP 
ERK.s, même si l'activité de celles-ci n'est pas requise pour la survie des myotubes. 
La figure 14B montre que le SB 202190 protège toujours contre l'apoptose même si la 
voie des kinases MAP ERK.s est inhibée de façon concomitante. Comme contrôle, 
nous avons co-incubé le PD 98059 et l'herbimycine A, ce qui n'influence pas 
l'apoptose induite par cette dernière (Fig. 14B). Ces résultats excluent donc la 
possibilité que l'effet protecteur du SB 202190 soit dû à une stimulation des kinases 
MAP ERKs. Dans un deuxième temps, nous avons démontré que la protection contre 
l'apoptose conférée par le SB 202190 n'est pas due à l'inhibition des 
cyclooxygénases-1 et -2. En effet, l'inhibition des cycloxygénases-1 et -2 par 
l'indométacine ne parvient pas à bloquer l'apoptose induite par l'herbimycine A (Fig. 
14C piste 5). Notons également que l'indométacine et le NS 398, un inhibiteur de la 
cyclooxygénase-2, employés seuls n'influencent pas la survie des cellules C2C12 
différenciées (Fig. 14C piste 3,4). Mis ensembles, ces résultats indiquent que les 
kinases MAP p38 sont nécessaires à l'apoptose induite par l'inhibition des tyrosines 
kinases Src. 
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Figure 14. Les MAP kinases p38 sont nécessaires à l'apoptose induite par 
l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src. (A,B et C) Analyse de la 
dégradation intemucléosomique de l' ADN sur gel d'agarose (20 µg d' ADN/puit). 
Dans chaque cas, les cellules sont cultivées dans un milieu DMEM contenant 1 % de 
sérum et sont récoltées au sixième jour de post-confluence. (A) Des cultures de 
cellules C2C 12 différenciées ont été exposées pendant 24 heures à une concentration 
de 1 µM d'herbimycine A (Herb.A) en absence ou en présence d'une concentration 
croissante de SB 202190 (SB) (5 µM à 20 µM). Le SB 202190 inhibe de façon dose 
dépendante l'apoptose induite par l'herbimycine A. (B) Des cultures de cellules 
C2C12 différenciées ont été incubées pendant 24 heures avec 1 µM d'herbimycine A 
(Herrb.A) en absence ou en présence de 20 µM de SB 202190 (SB), de 20 µM de PD 
98059 (PD) ou de ces deux inhibiteurs à la fois. L'inhibition de l'apoptose par le SB 
202190 perdure en présence du PD 98059. Ce dernier n'inhibe pas l'apoptose, induite 
par l'herbimycine A, lorsqu'il est employé seul. (C) Des cultures de cellules C2C12 
différenciées ont été exposées pendant 24 heures à une concentration de 1 µM 
d'herbimycine A (Herb.A) en absence ou en présence de 1 µM d'indométacine 
(Indo.). L'indométacine n'influence pas l'apoptose induite par l'herbimycine A. 
L'indométacine (1 µM) et le NS 398 (10 µM) ont également été utilisés en absence 
d 'herbimycine A. Ces deux traitements sont sans effet au niveau de la survie des 
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5. L'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src active les kinases MAP p38 dans 
les myotubes. 
Dans le but de démontrer le rôle des kinases MAP p38 dans l'apoptose des 
myotubes, nous avons étudié leur activation lors de l'inhibition des tyrosines kinases 
Src. Comme le montre la figure l 5A, l 'herbimycine A induit une activation de près 
de trois fois des kinases MAP p38 dans les myotubes isolés après 2,5 heures 
d'incubation. Cette activation est maintenue jusqu'à 8 heures d'incubation avec 
l'herbimycine A, après quoi le niveau d'activation des kinases MAP p38 est 
comparable à celui retrouvé dans les cellules contrôles. Toutefois, la quantité totale 
de p38 n'est pas affectée par l'herbimycine A (Fig. 15A panneau supérieur). Par la 
suite, nous avons démontré que l'effet observé n'est pas dû au DMSO, utilisé pour 
dissoudre l 'herbimycine A, en effectuant la même cinétique en utilisant seulement ce 
dernier. Effectivement, cette cinétique ne montre aucune activation de p38 (Fig. 15A 
panneau inférieur). L'activation des kinases MAP p38, s'étalant de 2,5 à 8 heures, 
observée dans les myotubes n'a pas lieu dans les myoblastes où l'herbimycine A ne 
cause pas l'apoptose (Fig. 15B panneau supérieur). Dans ce cas également le DMSO 
n'amène aucune modulation importante de l'activation des kinases MAP p38 (Fig. 
15B panneau inférieur). Ainsi, l'activation des kinases MAP p38 est spécifique aux 
myotubes où l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src induit l'apoptose. 
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Figure 15. L'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src active les MAP 
kinases p38 dans les myotubes. Des cultures de cellules C2Cl2 différenciées à 6 
jours post-confluence ou de myoblastes à sous-confluence ont été incubées pendant 
divers temps (0 à 16 heures) dans un milieu DMEM contenant l % de contenant 1 µM 
d'herbimycine A (Herb.A) ou de 0,2 % de diméthyl sulfoxide (DMSO). Par la suite, 
la forme active de p38, contenue dans les myotubes isolés (A) ou dans les myoblastes 
à sous-confluence (B), est détectée par Western Blot à l'aide d'un anticorps 
reconnaissant spécifiquement la forme doublement phosphorylée. Après 
déshybridation, la quantité totale de p38 est déterminée par l'utilisation d'un anticorps 
reconnaissant la partie de C-terminal des MAP kinases p38 (A et B). L'activation des 
MAP kinases p38 est uniquement détectable dans les myotubes isolés incubés en 
présence d'herbimycine A. Cette activation s'étale de 2,5 à 8 heures d'incubation. 
Dans les histogrammes, l'activation des MAP kinases p3 8 est donnée par les quantités 
relatives de la forme active sur la quantité totale (n = 3). Les astérisques indiquent les 
valeurs significativement différentes du contrôle (0,00 l~ p ~ 0,05). 
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6. L 'activité des protéines kinases C n'est pas essentielle à la survie des cellules 
C2C 12 différenciées 
L'inhibition des protéines kinases C (PKCs) active les kinases MAP p38 dans 
certains types cellulaires où ces dernières sont essentielles à l'apoptose. De plus, il a 
été rapporté que la staurosporine, qui inhibe entre autre les PKCs, induit l'apoptose 
dans les cultures de cellules C2C 12 différenciées (Maglara et al., 1998). Nous avons 
donc voulu vérifier si les PKCs pourraient agir en aval des tyrosines kinases de la 
famille Src et contribuer à la survie des myotubes. Nos résultats indiquent que 
l'inhibition à large spectre des PKCs par le GF 101203X et le Go 6983 ne suffit pas à 
induire rapoptose après 24 heures d'incubation et ce jusqu'à des concentrations deux 
fois plus élevées que ce qui est normalement utilisé dans la littérature (Fig. 16A et B). 
Donc, l'activité des PK Cs n'est pas déterminante pour la survie des myotubes, 
contrairement à l'activité des tyrosines kinases de la famille Src. 
7. L 'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src et des kinases MAP p38 affecte 
les niveaux d'expression des homologues Bcl-2 Bel-XL et Bcl-2, ainsi que de la 
protéine anti-apoptotique Bag-1 
Dans le but de voir comment les voies des tyrosines kinases de la famille Src 
et des kinases MAP p38 influencent les régulateurs de l'apoptose, nous avons étudié 
les niveaux d'expression de certains homologues Bcl-2 lors de l'inhibition de ces 
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Figure 16. L'activité des protéines kinases C n'est pas essentielle à la survie des 
C2C12 différenciées. (A et B) Analyse de la dégradation intemucléosomique de 
l' ADN sur gel d'agarose (20 µg d' ADN/puit). Dans chaque cas, les cellules sont 
cultivées dans un milieu DMEM contenant 1 % de sérum et sont récoltées au sixième 
jour de post-confluence. (A) Des cultures de cellules C2C12 différenciées ont été 
incubées pendant 24 heures en présence de concentrations croissantes de GF109203X 
(GFX) (1 à 4 µM). Le GF109203X n'induit pas l'apoptose des cellules C2C12 
différenciées. L 'herbimycine A (Herb.A) 1 µM est utilisée comme contrôle positif 
d'apoptose. (B) Des cultures de cellules C2C12 différenciées ont été incubées 
pendant 24 heures en présence de concentrations croissantes de Go6983 (Go) (5 à 20 
µM). Le Go6983 n'induit pas l'apoptose des cellules C2Cl2 différenciées. Le PP2 5 
µM est utilisé comme contrôle positif d'apoptose. Abréviation: Std. = standard de 
poids moléculaire d' ADN, Cont. =cellules contrôles non-traitées. 
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voies. Les niveaux d'expression de la protéine Bel-XL, qui ne sont pas affectés par 
l'inhibition des kinases MAP p38, diminue de 45 % lors de l'inhibition des tyrosines 
kinases de la famille Src (Fig. 17 A). Cette baisse est maintenue lorsque les kinases 
MAP p38 sont inhibées de façon concomitante et ce malgré le fait que l'apoptose soit 
atténuée (Fig. 17 A). Un comportement tout à fait similaire est observé dans le cas de 
la protéine Bag-1 où la diminution (23 %) est toutefois moins importante (Fig. 17 A). 
Les niveaux d'expression de la protéine Bcl-2 ne semblent pas modulés 
significativement par l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src. Par contre, 
l'inhibition des kinases MAP p38 amène une augmentation de 23 % de Bcl-2. Cette 
augmentation p.erdure lorsque les tyrosines kinases de la famille Src sont inhibées 
simultanément (Fig. 17A). D'un autre côté, les niveaux d'expression des homologues 
Bcl-2 pro-apoptotiques étudiés, soit Bad, Bak et Bax, ne sont pas affectés par 
l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src, des kinases MAP p3 8 ou de ces 
deux voies simultanément (Fig. l 7B). Ainsi, l'inhibition des tyrosines kinases de la 
famille Src et des kinases MAP p38 affecte de façon indépendante le niveau 
d'expression des homologues Bcl-2. 
8. L 'activité des kinases MAP p38 est nécessaire à l 'anoïkose des myotubes 
Étant donné que l'activité des kinases MAP p38 est essentielle à l'apoptose 
des myotubes due à l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src, nous avons 
vérifié l'implication potentielle des kinases MAP p38 dans l'anoïkose des myotubes. 
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Figure 1 7. L'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src et des MAP kinases 
p38 affecte les niveaux d'expression de Bel-XL, Bcl-2 et Bag-1. Des cultures de 
cellules C2Cl2 différenciées, cultivées dans un milieu DMEM supplémenté de 1 % de 
sérum, ont été incubées pendant 24 heures en présence de 1 µM d 'herbimycine A 
(Herb.A), de 20 µM de SB 202190 (SB) ou en présence de ces deux inhibiteurs 
simultanément (Herb.A+ SB). Les myotubes isolés de ces cultures au sixième jour 
post-confluence ont été solubilisés dans le tampon Laemmli. Par la suite, 50 µg de 
protéines ont été résolus sur gel de polyaccrylamyde 15 % et transférés sur une 
membrane de nitrocellulose. (A) Les membranes ont été hybridées avec des anticorps 
spécifiques dirigés contre Bcl-2, Bel-XL, et Bag-1. Le niveau d'expression de Bcl-2 
et Bag-1 est diminué en présence d'herbimycine A. Cette baisse d'expression est 
maintenue en présence du SB 202190. Pour sa part, le niveau d'expression de Bcl-2 
augmente en présence du SB 202190. Cette hausse est préservé en présence 
d'herbimycine A. (B) Les membranes ont été hybridées avec des anticorps 
spécifiques dirigés contre Bad, Bak et Bax. Le niveau d'expression de ces trois 
protéine n'est pas affecté par la présence d'herbimycine A (Herb.A), de SB 202190 ou 
de ces deux inhibiteurs à la fois. Dans les histogramme (A et B), les modulations sont 
données par le ratio de la valeur densitométrique des échantillons traités sur la valeur 
du contrôle non-traité (n = 3). Les astérisques indiquent les valeurs significativement 
différentes du contrôle (0,001S p S 0,05). 
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Pour ce faire, nous avons utilisé deux modèles d'anoïkose. Premièrement, l'anticorps 
P4C 10 qui bloque le domaine extracellulaire de la sous-unité f3 l des intégrines. 
Deuxièmement, nous avons utilisé les cellules C2Cl2.B4/plam qui permettent 
d'étudier spécifiquement l' anoïkose des myotubes due à l'absence de mérosine telle 
qu'observée dans la MCMD. Le blocage du domaine extracellulaire de la sous-unité 
f31 (f31D dans le cas des myotubes) des intégrines induit l'anoïkose des cellules 
C2Cl2 différenciées après 48 heures d'incubation (Fig. 18A piste 7). À ce temps, les 
cellules sont complètement arrondies et détachées du pétri. L'effet de l'anticorps 
P4C 10 est spécifique, puisque des IgG purifiés à partir d'un sérum non-immun de 
souris sont sans effet sur la survie cellulaire et ce jusqu'à 48 heures d'incubation (Fig. 
18A piste 3,6). Un délai assez important est nécessaire avant que l'effet de l'anticorps 
P4CIO se fasse sentir, puisqu' après 24 heures d'incubation ni la morphologie ni la 
survie cellulaire ne sont affectées (Fig. 18A piste 4). L'anoïkose induite par 
l'anticorps P4Cl0 est fortement atténuée par l'inhibition des kinases MAP p38 avec le 
SB 202190 (Fig. 18B piste 5). De façon similaire, l'anoïkose induite par le manque 
de mérosine chez les cellules C2Cl2.B4/plam est totalement inhibée par l'inhibition 
des kinases MAP p38 par le SB 202190 et ce après 24 et 48 heures d'incubation (Fig. 
l 8C piste 2 et 4). Donc, l'activité des kinases MAP p38 est nécessaire à l'anoïkose 
des myotubes due à la perturbation de la liaison a.7f3 ID-mérosine. 
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Figure 18. L'activité des MAP kinases p38 est nécessaire à l'anoïkose des myotubes. 
(A, B et C) Analyse de la dégradation intemucléosomique del' ADN sur gel d'agarose 
(20 µg d' ADN/puit). Dans chaque cas, les cellules sont cultivées dans un milieu 
DMEM contenant 1 % de sérum et sont récoltées au sixième jour de post-confluence. 
(A) Des cultures de C2C12 différenciées ont été incubées en présence de 100 µg/ml 
d"IgG purifiés à partir d'un sérum non-immun de souris (IgG) ou en présence de 
IOOµg/ml d'anticorps P4C10 pendant 24 heures (piste 3-4) et 48 heures (piste 6-7). 
Contrairement aux IgG purifiés à partir d'un sérum non-immun de souris, l'anticorps 
P4CIO induit l'anoïkose après 48 heures d'incubation. (B) Des C2C12 différenciées 
ont été mises en présence de 100 µg/ml d'IgG purifiés à partir d'un sérum non-immun 
de souris (IgG), de 100 µg/ml de l'anticorps P4Cl0 ou en présence de 100 µg/ml 
d'anticorps P4C10 et de 20 µM de SB 202190 pendant 48 heures (P4C10 + SB). 
L'herbimycine A (Herb.A) est utilisée comme contrôle positif. L'anoïkose induite par 
l'anticorps P4C10 est fortement atténuée par le SB 202190. (C) Des cultures de 
C2C l 2.B4/plam différenciées ont été incubées en absence ou en présence de 20 µM 
de SB 202190 (SB) pendant 24 et 48 heures. Le SB 202190 inhibe l'anoïkose des 
myotubes due à l'absence de mérosine après 24 et 48 heures d'incubation. 
Abréviations: Std. =standard de poids moléculaire d' ADN, Cont =cellules contrôles 
non-traitées. 
A 24 hrs 48 hrs B 48 hrs 
12 34 5 6 7 1 2 3 4 5 6 
c 
1 2 3 4 
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9. L'activité de la tyrosine kinase Fyn chute lors de l 'anoikose des myotubes 
Dans le but de vérifier si la perte d'activité de Fyn pourrait être à la base de 
l'anoïkose des myotubes due à l'altération de la liaison a7j31D-mérosine, nous avons 
analysé son expression et son activité dans nos deux modèles d'anoïkose, soit 
l'anticorps P4CIO et les cellules C2Cl2.B4/plam différenciées. Après 36 heures 
d'incubation avec l'anticorps P4CIO, alors que les celluies sont arrondies et 
commencent à se détacher, l'activité de Fyn est très fortement diminuée 
comparativement à l'activité retrouvée dans les cellules contrôles (Fig. I 9A piste 5). 
Pour démontrer la spécificité de l'anticorps P4CIO sur l'activité de Fyn, nous avons 
utilisé des IgG purifiés à partir d'un sérum non-immun de souris. Ceux-ci affecte très 
peu l'activité Fyn après 24 et 36 heures (Fig. l 9A piste 2 et 4). Suite à une incubation 
de 24 heures avec l'anticorps P4CIO, les cellules (myoblastes et myotubes) demeurent 
étalées et l'activité de Fyn inchangée (Fig. 19A piste 3 ). L'incubation avec 
l'anticorps P4CIO ou les IgG n'affecte pas les niveaux d'expression de Fyn (Fig. 
l 9A). Comme le montre la figure I 9B, l'absence de mérosine affecte les niveaux 
d'expression de Fyn ; en effet les cellules C2Cl2.B4/plam exhibent un niveau 
d'expression de Fyn moins important que les C2Cl2.B4/pmer. Puisque les niveaux 
d'expression de Fyn dans les cultures de cellules différenciées est intimement relié au 
nombre de myotubes, l'expression de l'a-actinine sarcomérique (spécifique aux 
myotubes) a été analysée pour vérifier que la quantité de myotubes est équivalente 
dans chaque échantillon (Fig. 19B). Cette baisse des niveaux de Fyn est accompagnée 
d'une baisse d'activité équivalente dans les cellules C2Cl2.B4/plam par rapport à ce 
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Figure 19. L'activité de la tyrosine kinase Fyn chute lors de l'anoïkose des 
myotubes. (A) Fyn a été immunoprécipitée à partir de lysats de C2Cl2 différenciées 
incubées pendant 24 et 36 heures en présence de 100 µg/ml d'IgG purifiés à partir 
d'un sérum non-immun de souris (IgG) ou en présence de IOOµg/ml d'anticorps 
P4CIO. Suite à cette immunoprécipitation, l'activité de Fyn est déterminée par auto-
phosphorylation en présence de [y-32P]ATP. Une fraction des immunoprécités est 
conservée dans le but de déterminer, par Western Blot, s la quantité de Fyn est 
équivalente dans chaque échantillon. L'activité de Fyn chute de 60 % suite à une 
incubation de 36 heures avec l'anticorps P4CIO. (B) Le niveau d'expression de Fyn a 
été étudié par Western Blot en absence et en présence de mérosine dans les 
C2Cl2.B4/plam différenciées (B4/plam) et dans les C2Cl2.B4/pmer différenciées 
(B4/pmer) respectivement. Un anticorps anti-a-actinine a été utilisé pour démontrer 
que la quantité de myotubes est équivalente dans chaque échantillon. Le niveau 
d'expression de Fyn dans les C2C l 2.B4/pmer est 1,9 fois supérieur à celui retrouvé 
dans les C2Cl2.B4/plam. (C) L'activité de Fyn a été déterminée par auto-
phosphorylation suite à son immunoprécipitation en absence et en présence de 
mérosine dans les C2Cl2.B4/plam (B4/plam) différenciées et dans les 
C2Cl2.B4/pmer différenciées (B4/pmer) respectivement. L'absence de mérosine est 
accompagnée d'une baisse d'activité de Fyn (1.9 fois). En A,B et C les cellules, 
cultivées dans un milieu DMEM contenant 1 % de sérum, ont été lysées au sixième 





























qui est observé dans les cellules C2Cl2.B4/pmer (Fig. l 9C). Ainsi, la baisse 
d'activité de Fyn corrèle avec l'altération du système d'adhésion c:l7~1D-mérosine. 
1 O. L'expression des anti-apoptotiques Bcl-Xr, Bcl-2 et Bag-1 chute, alors que celle 
du pro-apoptotique Bax, augmente en absence de mérosine 
Dans le but de mieux comprendre les mécanismes de l' anoïkose musculaire 
due à l'absence de mérosine, nous avons comparé les niveaux d'expression de certains 
homologues Bcl-2 et de la protéine anti-apoptotique Bag-1 en présence et en absence 
de mérosine. L'absence de mérosine cause une diminution de l'expression de Bel-XL. 
En effet, les niveaux d'expression chez les myotubes C2Cl2.B4/plam sont 33 % 
inférieur à ceux retrouvés dans les myotubes C2Cl2 (Fig. 20A). De plus, l'expression 
de Bel-XL est partiellement restaurée dans les C2C12.B4/pmer (Fig. 20A). La 
différence dans les niveaux d'expression de Bel-XL chez les myotubes 
C2Cl2.B4/plam et les myotubes C2Cl2.B4/pmer indique que l'effet de la mérosine 
est spécifique, puisque ces derniers expriment la mérosine sans toutefois exprimer la 
laminine-1. Un comportement tout à fait semblable est observé dans le cas de Bag-1, 
où la diminution d'expression dans les C2Cl2.B4/plam est de 50 % (Fig. 20A). Dans 
le cas de Bcl-2, il y a également chute d'expression en absence de mérosine chez les 
myotubes C2Cl2.B4/plam (44 %). Cependant, nous observons une surexpression de 
Bcl-2 chez les myotubes C2Cl2.B4/pmer (Fig. 20A). L'expression du pro-
apoptotique Bax augmente de 41 % chez les myotubes C2Cl2.B4/plam par rapport 
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aux niveaux contrôle dans les myotubes C2C12 (Fig. 20B). Les niveaux de Bax sont 
également augmentés dans les C2Cl2.B4/pmer. Cette augmentation (23 %) est 
toutefois moins importante que chez les myotubes C2C 12.B4/plam. Enfin, les 
niveaux d'expression des pro-apoptotiques Bad et Bak ne sont pas modulés en 
absence de mérosine (Fig. 20B). Par contre, les niveaux d'expression de Bak sont 
légèrement, mais significativement, augmentés chez les myotubes C2C l 2.B4/pmer 
(Fig. 20B). Ainsi, l'absence de mérosine cause des modulations d'expression des 
homologues Bcl-2 anti-apoptotiques Bel-XL et Bcl-2, ainsi que de la protéine Bag-1 
tout comme lors de l'inhibition des tyrosines kinases Src et des kinases MAP p38. En 
absence de mérosine, la régulation est toutefois plus complexe puisque les niveaux du 
pro-apoptotique Bax sont également affectés. 
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Figure 20. L'expression des anti-apoptotiques Bel-XL, Bel-2 et Bag-1 chute alors 
que celle du pro-apoptotique Bax augmente en absence de mérosine. Des cultures de 
C2Cl2, de C2Cl2.B4/plam (B4/plam) et de C2Cl2.B4/pmer (B4/pmer), toutes 
cultivées dans un milieu DMEM supplémenté de 1 % de sérum, on été lysées dans le 
tampon Laemmli au sixième jour post-confluence. Par la suite, 50 µg de protéines ont 
été séparés sur gel de polyaccrylamide 15 % et transférés sur une membrane de 
nitrocellulose. (A) Les membranes ont été hybridées avec des anticorps spécifiques 
dirigés contre Bel-XL, Bcl-2 et Bag-1. Un anticorps anti-actine est utilisé pour 
montrer que la quantité totale de protéine est équivalente dans chaque échantillon. 
L'absence de mérosine amène une baisse d'expression de Bel-XL et Bcl-2. (B) Les 
membranes ont été hybridées avec des anticorps spécifiques dirigés contre Bad, Bak 
et Bax. Un anticorps anti-actine est utilisé pour montrer que la quantité totale de 
protéine est équivalente dans chaque échantillon. Le niveau d'expression de Bax 
augmente en absence de mérosine. Dans les histogrammes, les modulations 
d'expression sont données par le ratio de la valeur densitométrique obtenue chez les 
C2Cl2.B4/plam ou chez les C2Cl2.B4/pmer sur la valeur obtenue chez les C2Cl2 (n 
= 3 ). Les astérisques indiquent les valeurs significativement différentes du contrôle 
(0,001:::; p:::; 0,05). 
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IV - DISCUSSION 
Étant donné que le système d'adhésion cellulaire a.713 lD-mérosine joue un 
rôle critique et spécifique au niveau de la survie des myotubes, nous avons émis 
l'hypothèse que ce dernier génère une signalisation spécifiquement impliquée dans la 
survie des myotubes. L'altération de la liaison a7131D-mérosine affecterait donc des 
voies de signalisation responsables de l'induction de l'anoïkose musculaire. Dans la 
présente étude, nous avons cherché à déterminer 1) les voies de signalisation, activées 
par le système d'adhésion a.7131 D-mérosine, responsables de la survie des myotubes, 
2) les voies de signalisation, activées lors de la perte du lien a713 ID-mérosine, 
impliquées dans l'anoïkose des myotubes et (3) les mécanismes moléculaires de 
régulation de l' anoïkose des myotubes en étudiant la modulation des niveaux 
d'expression de certains homologues Bcl-2 anti- et pro-apoptotiques en absence de 
mérosine. Nous avons d'abord démontré que les tyrosines kinases de la famille Src 
jouent un rôle critique et spécifique au niveau de la survie des myotubes. Nos 
résultats démontrent également que les kinases MAP p38 sont essentielles à la 
progression de l'apoptose induite par l'inhibition des tyrosines kinases de la famille 
Src. Ces deux voies de signalisation contrôlent l'entrée en apoptose en modulant, 
entre autre, les niveaux d'expression des homologues Bcl-2 anti-apoptotiques Bel-XL 
et Bcl-2 ainsi que de la protéine anti-apoptotique Bag-1. De plus, nous avons 
clairement démontré que les kinases MAP p3 8 sont également impliquées dans 
l'anoïkose des myotubes due à l'absence de mérosine. Toujours selon nos résultats, il 
existe une corrélation évidente entre le lien a7131D-mérosine, l'activité de la tyrosine 
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kinase Fyn et la survie des myotubes. Finalement, nous avons montré que l'absence 
de mérosine amène des modulation d'expression de Bcl-2, Bel-XL, Bag-1 et Bax. 
1. Les tyrosines kinases de la famille Src jouent un rôle critique et spécifique au 
niveau de la survie des myotubes 
Par l'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques, nous avons d'abord démontré 
que la survie des cellules C2Cl2 différenciées est dépendante de l'activité des 
tyrosines kinases de la famille Src. Cette famille de kinase a été souvent associée à la 
survie des cellules du système immunitaire (Katagiri et al., 1996 ; Yousefi et al., 1996 
; Al-Ramadi et al., 1998 ; Qin et al., 1998). Cependant, très peu d'études font état 
d'une implication des tyrosines kinases Src dans la survie de cellules provenant de 
tissus. De plus, nous avons clairement établi que la survie des cellules C2Cl2 
différenciées est indépendante de l'activité des kinases MAP ERKs et de la PI-3 
kinase. Nos résultats démontrent également que la promotion de la survie par les 
tyrosines kinases de la famille Src est exclusive aux myotubes. En effet, l'inhibition 
des tyrosines kinases de la famille Src n'affecte pas la survie des myoblastes qui 
semble plutôt dépendante de l'activité des kinases MAP ERKs. Donc, à l'instar des 
composantes de l'adhésion cellulaire, la survie des myoblastes et des myotubes 
dépend de voies de signalisation différentes. La régulation différentielle de la survie 
des myoblastes et des myotubes à l'égard des kinases MAP ERKs s'accorde avec la 
forte atténuation de l'activité de ces kinases au cours de la différenciation myogénique 
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(Rammel et al., 1999 ; Solhonne et al., I 999). Par contre, une étude récente a 
démontré que l'activité de la kinase Alct, qui se trouve souvent en aval de la PI-3 
kinase, est importante pour la survie des cellulles C2C12 (Fujio et al., 1999). Notons 
cependant que cette étude a été effectuée au moment où les myoblastes sortent du 
cycle cellulaire et commencent à fusionner. Pour notre part, nous n'avons pas étudié 
les voies de signalisation importantes pour la survie à cette étape de la différenciation 
myogénique. II est donc possible que des voies de signalisation différentes soient 
responsables de la survie des cellules musculaires dans les trois grandes étapes de la 
différenciation myogénique, soit la prolifération des myoblastes, la fusion des 
myoblastes et la stabilisation des myotubes. D'autres part, notre observation que 
l'inhibition de la PI-3 kinase n'induit pas l'apoptose des cellules C2C12 différenciées 
n'exclue pas la possibilité que la kinase Alct puisse jouer un rôle actif dans la survie. 
En effet, l'activation d'Ak.'t est souvent indépendante de la PI-3 kinase dans les fibres 
musculaires (Somwar et al., 1998 ; Kim et al., 1999 ; Kurowski et al., 1999). De plus, 
ILK-1 («lntegrin-linked kinase-1»), dont l'activité peut être influencée par les 
tyrosines kinases de la famille Src (Parsons et Parsons, 1997), peut activer Akt de 
façon indépendante de la PI-3 kinase (Dedhar, 2000). Jusqu'à présent, très peu 
d'informations sont disponibles concernant les voies de signalisation impliquées dans 
la survie des myotubes. Cependant, il a été rapporté que la staurosporine, qui inhibe 
entre autre les PKCs, induit l'apoptose dans les cellules C2C12 différenciées y 
compris dans les myotubes (Maglara et al., 1998). Toutefois, nous n'observons pas 
d'apoptose suite à l'inhibition des PKCs dans les cellules C2C12 différenciées. 
L'induction de l'apoptose par la staurosporine dans les myotubes pourrait alors être 
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due à l'inhibition des tyrosines kinases Src, tel qu'observé dans cette étude. 
Effectivement, la staurosporine est également un inhibiteur à large spectre des 
tyrosines kinases (Ohmichi et al., 1992 ; Fallon et al., 1994 ; Zhu et al., 1999). Suite à 
notre observation que les tyrosines kinases Src jouent un rôle critique et spécifique 
dans la promotion de la survie des myotubes, nous nous sommes également intéressés 
à l'expression de ces kinases dans les myoblastes et les myotubes isolés. Cependant, 
la tyrosine kinase p6oc-Src nous semblait être une candidate peu intéressante pour les 
objectifs de la présente étude. En effet, celle-ci stimule la prolifération des 
myoblastes et empêche leur fusion (Kim et al., 1992 ; Hase et al., 1996). De plus, il a 
été démontré que l'activation de v-Src, analogue à p60c-Src, dans les myotubes amène 
une réorganisation très importante du cytosquelette (Castellani et al., 1995, 1996). 
Cette réorganisation du cytosquelette perturbe l'intégrité des myofibrilles qui 
constituent les éléments clés du phénotype différencié des fibres musculaires. Donc, 
contrairement à la survie qui demande une constante activation, l'activité de p60c-Src 
dans les myotubes se doit d'être étroitement régularisée et se manifester seulement 
lorsqu'une réorganisation du cytosquelette s'impose. Ceci reste à être démonté, mais 
nous avons tout de même concentré notre étude au niveau de l'expression des deux 
autres tyrosines kinases de la famille Src exprimées par le tissu musculaire, soit Fyn et 
Yes (Bolen et Brugge, 1997). Cette étude nous a permis d'établir que la tyrosine 
kinase Yes est plus abondante dans les myotubes que dans les myoblastes. Nous 
avons également démontré que l'expression et l'activité de Fyn sont pratiquement 
exclusives aux myotubes. De plus, l'activité de Fyn est fortement inhibée par les 
deux inhibiteurs de tyrosines kinases de la famille Src que nous avons utilisé, soit 
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l 'herbimycine A et le PP2. Donc, puisque la promotion de la survie par les tyrosines 
kinases de la famille Src est spécifique aux myotubes, que l'activité de Fyn est 
pratiquement exclusive à ceux-ci et que l'activité de Fyn est fortement inhibée par 
l'herbimycine A et le PP2 qui induisent fortement l'apoptose des myotubes, la 
tyrosine kinase Fyn pourraient jouer un rôle critique au niveau de la survie des 
myotubes. 
2. Les kinases MAP p38 sont essentielles à l'apoptose induite par l'inhibition des 
tyrosines kinases Src 
Dans le deuxième volet de notre étude, nous avons porté notre intérêt au 
niveau des voies de signalisation importantes pour l'apoptose induite par l'inhibition 
des tyrosines kinases de la famille Src. La quête de cet objectif nous a permis de 
démontrer que l'activité des kinases MAP p38 est essentielle à l'apoptose des 
myotubes induite par l'inhibition des tyrosines kinases Src. De plus, nous observons 
une activation soutenue des kinases MAP p38 dans les myotubes, s'étalant de 2,5 à 8 
heures, lors de l'inhibition des tyrosines kinases Src. Deux évidences permettent de 
corréler cette activation à l'apoptose des myotubes. Premièrement, aucune activation 
de p38 n'est observée dans les myoblastes où l'inhibition des tyrosines kinases de la 
famille Src n'affecte pas la survie. Deuxièmement, l'activation des kinases MAP p38 
précède l'apparition de la dégradation intemucléosomique de l' ADN qui est 
détectable après douze heures d'inhibition des tyrosines kinases Src. Il faut noter que 
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l'apoptose des myotubes n'est pas totalement bloquée par l'inhibition des kinases 
MAP p38. L'inhibition incomplète de l'apoptose peut résulter d'une faible activité 
résiduelle des kinases MAP p38 ou de la participation d'autres voies parallèles. Par 
exemple, il serait intéressant d'étudier le rôle potentiel des kinases MAP JNK, dont 
l'activation est souvent couplée à celle des kinases MAP p38 (Tibbles et Woodgett 
1999), dans l'apoptose des myotubes. Les kinases MAP p38 ont également été 
associées à l'apoptose dans d'autres types cellulaires (Tibbles et Woodgett 1999). 
Dans la plupart de ces études, les événements responsables de l'activation des kinases 
MAP p38 sont peu élaborés. Toutefois, il a été rapporté que l'inhibition des protéines 
kinases C mène à l'activation des kinases MAP p38 et à l'apoptose dans certains types 
cellulaires (Ozaki et al., 1999 ; Jun et al., 1999). Cependant, il est peu probable que 
les PKCs agissent en aval des tyrosines kinases Src dans la promotion de la survie des 
myotubes. En effet, tel que mentionné précédemment, l'inhibition des protéines 
kinases C n'induit pas l'apoptose dans les cultures de cellules C2C12 différenciées. 
Suite à l'inhibition des tyrosines kinases Src, un délai assez important (2,5 heures) est 
observé avant l'activation des kinases MAP p38. Cependant, le délai réel demeure 
inconnu étant donné que le moment précis où apparaît l'inhibition des tyrosines 
kinases Src suite à l'addition de l'herbimycine A n'a pas été déterminé. Le temps 
nécessaire à la pénétration de l 'herbimycine A dans le cytoplasme des myotubes 
pourrait expliquer ce délai. D'un autre côté, il est possible que l'activation des 
kinases MAP p38 survienne seulement une fois que l'inhibition des tyrosines kinases 
Src ait affecté l'homéostasie cellulaire ou même après le déclenchement du processus 
apoptotique. Une étude récente effectuée dans les cellules T98G, issues d'un gliome 
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humain, abonde en ce sens (Ozaki et al., 1999). Dans ces cellules, l'inhibition des 
PKCs induit une activation des kinases MAP p38 et l'apoptose. Ils observent un délai 
de deux heures avant l'activation des kinases MAP p38, ce qui est tout à fait 
comparable à ce que nous observons. Cette activation décalée des kinase MAP p38 
est dépendante de l'activité de la caspase-3, elle survient donc suite à l'activation de 
l'apoptose. Finalement, leur étude a permis de démontrer que l'inhibition des kinases 
MAP p38 inhibe la dégradation intemucléosomique de l' ADN sans toutefois altérer 
d'autres caractéristiques de l'apoptose tels le clivage de PARP (substrat des caspases) 
et la vacuolisation membranaire. De plus, l'inhibition des kinases MAP p38 ne 
permet pas aux cellules T98G de survivre. Ces résultats indiquent que l'apoptose 
n·est peut-être pas un processus aussi linéaire que ce qu'il était cru jusqu'à présent. Il 
serait important de vérifier la viabilité des myotubes C2Cl2 lors de l'inhibition 
simultanée des tyrosines kinases de la famille Src et des kinases MAP p38. 
L'isoforme de p38 spécifiquement impliquée dans l'apoptose des myotubes due à 
l'inhibition des tyrosines kinases Src demeure inconnue. Cependant, p38y est une 
candidate intéressante, puisqu'elle est exprimée presque exclusivement dans les 
myotubes (Cuenda et Cohen, 1999) et que l'apoptose due à l'inhibition des tyrosines 
kinases Src est spécifique à ceux-ci. Par contre, l'activité enzymatique de p38y n'est 
pas inhibée par le SB202 l 90 (Goedert et al., 1997 ; Cuenda et al., 1997). Par 
conséquent, p3 8y ne serait pas la seule isoforme impliquée, puisque le SB202 l 90 
(inhibiteur de p38a. et p38P (Young et al., 1997)) inhibe très efficacement l'apoptose 
des myotubes induite par l'inhibition des tyrosines kinases de la famille Src. Il est 
probable que l'autre isoforme potentiellement impliquée dans l'apoptose des 
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myotubes induite par l'inhibition des tyrosines kinases Src soit p38a.. En effet, cette 
dernière a été spécifiquement associée à l'apoptose, tandis que p3 8 ~ a été associée à 
la survie et à l'hypertrophie cellulaire (Nemoto et al., 1998 ; Wang et al., 1998). Cette 
situation est entre autre rencontré dans les myocytes cardiaques (Wang et al., 1998) 
qui font partie de la famille des muscles striés tout comme les fibres musculaires 
squelettiques. 
3. L'inhibition des tyrosines kinases de lafamille Src et des kinases MAP p38 affecte 
les niveaux d'expression des homologues Bcl-2 Bel-XL et Bcl-2 ainsi que de la 
protéine anti-apoptotique Bag-1 
Dans le but de mieux comprendre les mécanismes régissant l'apoptose des 
myotubes, nous avons déterminé les niveaux d'expression relatifs de certains 
homologues Bcl-2 anti- et pro-apoptotiques lors de l'inhibition des tyrosines kinases 
Src, des kinases MAP p3 8 ou de ces deux voies à la fois. Par cette étude, nous avons 
constaté que lors de l'inhibition des tyrosine kinases Src, la balance entre pro- et anti-
apoptotiques favorise les pro-apoptotiques, même si leur niveau d'expression n'est 
pas affecté (du moins dans le cas de Bad, Bak et Bax). En effet, les niveaux 
d'expression de Bel-XL et de la protéine anti-apoptotique Bag-1 chutent suite à 
l'inhibition des tyrosines kinases Src. Peu d'études mettent en lumière le lien qui 
existe entre l'activité des tyrosines kinases Src et l'expression des homologues Bcl-2. 
Cependant, il est connu que l'inhibition de p60c-Src diminue l'expression de Bel-XL au 
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niveau transcriptionnel (Kami et al., 1999). L'inhibition des kinases MAP p38 ne 
cause aucune modulation des niveaux d'expression des homologues Bcl-2 pro-
apoptotiques étudiés, mais amène une augmentation des niveaux d'expression de Bcl-
2. Ceci suggère que les kinases MAP p38 pourraient moduler de façon négative 
l'expression de Bcl-2. La hausse de Bci-2 est sans doute en partie responsable de 
l'atténuation de l'apoptose observée dans cette étude lors de l'inhibition des kinases 
MAP p38. Les baisses des niveaux d'expression de Bel-XL et de Bag-1 observées au 
cours de l'inhibition des tyrosines kinases Src ne sont pas corrigées par l'inhibition 
simultanée des kinases MAP p38. Donc, lors de l'inhibition des tyrosines kinases de 
la famille Src couplée à l'activation des kinases MAP p38, la balance est fortement 
affectée en faveur des pro-apoptotiques. Cependant, les tyrosines kinases de la 
famille Src et les kinases MAP p38 influencent de façon indépendante les niveaux 
d'expression des homologues Bcl-2 . 
./. L'activité des kinases lY!AP p38 est nécessaire à l 'anoïkose des myotubes 
L'anoïkose des fibres musculaires contribue à la progression de la MCMD. La 
compréhension des mécanismes sous-jacents à cette anoïkose est donc d'une grande 
importance. Par conséquent, nous avons évalué le rôle potentiel des kinases MAP p3 8 
dans l'anoïkose des cellules C2Cl2 différenciées. Comme premier modèle 
d'anoïkose, nous avons utilisé l'anticorps P4CIO qui bloque le domaine 
extracellulaire des intégrines p 1 (Carter et al., 1990 ; Mould et al., 1997). Dans un 
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premier temps, nous avons montré que l'anticorps P4C 10 induit l' anoïkose des 
cellules C2C12 différenciées. Cette anoïkose est presque totalement bloquée suite à 
l'inhibition des kinases MAP p38, donc l'activité des kinases MAP p38 joue un rôle 
important au niveau de l'anoïkose musculaire. Comme deuxième modèle d'anoïkose, 
nous avons utiiisé les cellules de la lignée C2Cl2.B4/plam dont les myotubes entrent 
spontanément en anoïkose due à l'absence de mérosine et l'altération de l'expression 
des intégrines cx.7PID. Encore une fois, l'activité des kinases MAP p38 s'est avérée 
essentielle à l'anoïkose dans ce contexte. Nous proposons donc que l'altération du 
lien a7f3 lD-mérosine active les kinases MAP p38 qui jouent alors un rôle actif dans 
ranoïkose musculaire. Dans cet optique, il est également possible que le lien a7p ID-
mérosine soit responsable de l'atténuation de l'activité des kinases MAP p38 et donc 
de la survie des myotubes. L'activation des kinases MAP p3 8 a également été 
observée dans d'autres modèles d'anoïkose (Khwaja et Downward, 1997) . Par 
contre, l'inhibition des kinases MAP p3 8 est sans effet sur l' anoïkose dans ces 
modèles (Khwaja et Downward, 1997). 
5. L 'activité de la tyrosine kinase Fyn chute lors de l 'anoikose des myotubes 
Étant donné que la tyrosine kinase Fyn est importante pour la signalisation par 
les intégrines (Giancotti et Ruoslahti, 1999) et qu'elle pourrait jouer un rôle 
déterminant au niveau de la survie des myotubes, nous avons vérifié si la perte 
d'activité de Fyn pourrait être à la base de l'anoïkose des myotubes. En présence de 
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l'anticorps P4CIO, nous observons une inhibition importante de l'activité de Fyn qui 
corrèle avec l'arrondissement et le détachement des cellules. Contrairement à 
l'activité, les niveaux d'expression de Fyn demeurent inchangés dans ces conditions. 
En absence de mérosine, la baisse d'activité de Fyn est comparable à celle observée 
en présence de l'anticorps P4CIO. Une baisse d'expression de Fyn proportionnelle à 
la baisse d'activité est notée en absence de mérosine. Une situation analogue prévaut 
concernant les niveaux d'expression de l'intégrine a7J31D en absence de mérosine 
(Vachon et al., 1997). Dans ce cas, les niveaux d'ARNm ne sont pas affectés, ainsi il 
a été supposé que l'intégrine a.7J31D est dégradée en absence de son ligand. À la 
lumière de ces informations, l'hypothèse que la tyrosine kinase Fyn soit partiellement 
dégradée en absence d'un des récepteur auquel elle est associée devient plausible. 
Donc, puisque 1) l'apoptose induite par l'inhibition des tyrosines kinases Src est 
spécifique aux myotubes tout comme l' anoïkose due à la perte du lien a.7J3 l D-
mérosine, 2) que l'activité de Fyn est pratiquement exclusive aux myotubes, 3) que 
l'activité de Fyn chute lors de l'altération du lien a7J3 ID-mérosine dans nos deux 
modèles d'anoïkose et 4) que les niveaux de Fyn et de l 'intégrine a7J3 ID diminue en 
absence de mérosine, nous suggérons que l'activité de Fyn est en partie dépendante du 
lien a7J31D-mérosine et que la baisse d'activité de Fyn suite à l'altération de ce lien 
contribue au déclenchement de l'anoïkose des myotubes. Le mode d'association 
potentiel de la tyrosine kinase Fyn et de l'intégrine a.7J31D reste à être identifié. 
Cependant, nos résultats obtenus avec la cytochalasine D suggèrent que la survie des 
myotubes est indépendante de l'activité de la F AK. Par conséquent, il est peu 
probable que l'activation de Fyn par l'intégrine a.7J31D implique la F AK. 
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Alternativement, Fyn peut être recrutée aux intégrines via la cavéoline-1 (W ary et al., 
1996). Par contre, les fibres musculaires expriment uniquement la cavéoline-3 qui 
apparaît au cours de la différenciation myogénique (Galbiati et al., 1999). Or, il existe 
une corrélation intéressante entre l'apparition de la tyrosine kinase Fyn et de la 
cavéoline 3 au cours de la différenciation myogénique. Aucune association entre Fyn 
et la cavéoline-3 n'a été rapportée jusqu'à maintenant. Il en va de même concernant 
l'interaction entre la cavéoline-3 et la sous-unité a.7. Cependant, l'investigation de 
ces interactions demeure d'un grand intérêt, puisqu'elles pourraient jouer un rôle 
critique dans la survie des myotubes. 
6. L'expression des anti-apoptotiques Bel-XL. Bcl-2 et Bag-1 chute alors que celle du 
pro-apoptotique Bax augmente en absence de mérosine 
Finalement, dans le but de mieux comprendre les mécanismes moléculaires de 
l'anoïkose des myotubes dans le contexte de la MC.MD, nous avons étudié les 
modulations des niveaux d'expression de certains homologues Bcl-2 anti- et pro-
apoptotiques en absence de mérosine. Cette étude nous a permis d'établir qu'en 
absence de mérosine la balance des niveaux d'expression relatifs penche clairement 
en faveur des homologues Bcl-2 pro-apoptotiques. En effet, l'augmentation des 
niveaux d'expression du pro-apoptotique Bax est accompagnée d'une diminution des 
niveaux d'expression des anti-apoptotiques Bel-XL, Bcl-2 et Bag-1 chez les 
C2Cl2.B4/plam. On peut affirmer que la diminution des niveaux d'expression de 
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Bel-XL, Bel-2 et Bag-1 sont spécifique à l'absence de mérosine, puisque leur niveau 
d'expression sont restaurés dans les C2Cl2.B4/pmer. Nous observons de plus une 
sur-expression de Bcl-2 chez les C2Cl2.B4/pmer. Cette surexpression de Bel-2, 
également observée lors de l'inhibition des kinases MAP p38, pourrait compenser la 
légère hausse d'expression de Balc et Bax observée dans les C2Cl2.B4/pmer. La 
démonstration que la sur-expression de Bel-2 peut inhiber l'anoïkose des 
C2Cl2.B4/plam a déjà été faite (Vachon et al., 1997). Il est possible d'établir 
certaines similarités en comparant les modulations des niveaux d'expression des 
homologues Bcl-2 en absence de mérosine et lors de l'inhibition des tyrosines kinases 
de la famille Src. En effet, dans les deux cas, nous n'observons aucune modulation 
des niveaux d'expression des pro-apoptotiques Bad et Balc, alors que les niveaux 
d'expression des anti-apoptotiques Bel-XL et Bag-1 chutent. Par contre, la baisse de 
Bcl-2 et l'augmentation de Bax, observées en absence de mérosine, n'ont pas lieu lors 
de l'inhibition des tyrosines kinases Src. Suite à ces observations, il est possible que 
d'autres voies de signalisation, qui ne sont pas affectées lors de l'inhibition des 
tyrosines kinases Src, sont inhibées et/ou activées lors de l'anoïkose des myotubes due 
à l'absence de mérosine. Alternativement, ces petites divergences seraient explicables 
par le fait que les C2C 12.84/plam et C2C 12.84/pmer utilisées ici constituent des 
clones. En effet, le processus de clonage peut engendrer des différences visibles vis à 
vis de la lignée parentale. 
Dans l'ensemble, nos résultats permettent de proposer un modèle d' anoïkose 
musculaire dans le contexte de la MCMD où l'altération de la liaison a7p ID-
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mérosine induit une diminution de l'activité de Fyn et l'anoïkose des myotubes. Cette 
baisse d'activité de Fyn est également responsable, par un mécanisme qui demeure 
inconnu, de l'activation des kinases MAP p38 dont l'activité est essentielle à 
l 'anoïkose des myotubes due à l'absence de mérosine. Ces événements précoces sont 
intégrés par les homologues Bcl-2 dont les niveaux d'expression de certains membres 
sont modulés en absence de mérosine, favorisant ainsi les pro-apoptotiques (Fig. 21 ). 
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Figure 21. Modèle proposé. Dans l'ensemble, nos résultats permettent de proposer 
un modèle d'anoïkose musculaire dans le contexte de la MCMD où l'altération de la 
liaison a.7f31D-mérosine induit une diminution de l'activité de Fyn et l'anoïkose des 
myotubes. Cette baisse d'activité de Fyn est également responsable, par un 
mécanisme qui demeure inconnu, de l'activation des kinases MAP p38 dont l'activité 
est essentielle à l'anoïkose des myotubes due à l'absence de mérosine. Ces 
événements précoces sont intégrés par les homologues Bcl-2 dont les niveaux 
d'expression de certains membres sont modulés en absence de mérosine, favorisant 
ainsi les pro-apoptotiques. Le recrutement de Fyn pourrait se faire via la cavéoline-3 . 
Abréviations: Cav-3 = cavéoline-3, Pi= Phosphate, a.= sous-unité a.7, f3 =sous-unité 
f31D. 
Modulation de l'expression 
d'homologues Bcl-2 (Bcl-2, 








En conclusion, notre étude est la première à identifier une voie de signalisation 
essentielle à la survie des myotubes, soit les tyrosines kinases de la famille Src. La 
survie des myoblastes à sous-confluence est indépendante de cette famille de kinases. 
Donc, à l'instar des composantes de la matrice extracellulaire, la survie des 
myoblastes et des myotubes dépend de voies de signalisation différentes. Notre étude 
montre également pour la première fois une voie de signalisation nécessaire à 
l'apoptose des myotubes, soit les kinases MAP p38. Nous avons également 
approfondi le rôle de ces voies de signalisation au niveau de la régulation de 
rapoptose en étudiant les modulations des niveaux d'expression de certains 
homologues Bcl-2 et de la protéine anti-apoptotique Bag-1. Lors de l'inhibition des 
tyrosines kinases de la famille Src, la baisse d'expression de Bel-XL et de Bag-1 fait 
pencher la balance en faveur des pro-apoptotiques. D'autre part, lors de l'inhibition 
des kinases MAP p38, la hausse de Bcl-2 explique, du moins en partie, l'inhibition de 
l'apoptose. Dans la deuxième partie de notre étude, nous avons répondu plus 
spécifiquement à nos objectifs en montrant que les tyrosines kinases Src (Fyn) et les 
kinases MAP p3 8 possédaient également un rôle important au niveau de l 'anoïkose 
due à l'altération de la liaison a7f31D-mérosine. En effet, nous avons montré une 
corrélation évidente entre la liaison a7j31D-mérosine, l'activité de Fyn et la survie des 
myotubes. De plus, nous avons montré que l' anoïkose due à l'altération du lien 
a7j31D-mérosine requiert l'activité des kinases MAP p38. Cette observation, en plus 
de donner des information concernant 1' anoïkose des myotubes, nous en apprend sur 
96 
les mécanismes de l' anoïkose de façon générale. En effet, nous sommes les premiers 
à démontrer clairement un rôle des kinases MAP p38 dans l'anoïkose. La modulation 
des niveaux d'expression des homologues Bcl-2 est plus complexe en absence de 
mérosine que lors de l'inhibition des tyrosines kinases Src, puisque nous observons 
une baisse d'expression de Bcl-2, de Bel-XL et de Bag-1 couplée à une hausse 
d'expression de Bax. Ceci implique la possibilité que des voies de signalisation 
indépendantes des tyrosines kinases Src, qui reste à être identifiées, sont inhibées 
et/ou activées lors de l'altération du lien a7131D-mérosine. Nous avons donc élucider 
en partie les mécanismes moléculaires qui contrôlent l'anoïkose des myotubes dans le 
contexte de la MCMD. De ces observations, nous proposons que les tyrosines kinases 
de la famille Src pourraient jouer un rôle important dans le maintien de l'intégrité du 
muscle squelettique, tandis que les kinases MAP p38 pourraient être impliquées dans 
la progression de la dystrophie musculaire congénitale à déficience en mérosine. 
Dans l'avenir, il sera importa.11.t de consolider le rôle de Fyn dans l'anoïkose due à 
l'absence de mérosine. Ceci pourraient être fait par transfection d'un mutant 
constitutivement actif dans nos modèle d'anoïkose. Alternativement, nous pourrions 
transfecter un dominant négatif et analyser son effet dans des myotubes adhérents. Il 
serait également intéressant d'étudier le rôle potentiel de la tyrosine kinase Yes, 
puisque ses fonctions entrecoupent souvent celles de Fyn. À long terme, il serait 
primordial d'identifier avec précision quelle isoforme de p38 est impliquée dans 
l'anoïkose musculaire par transfection de dominant négatif ou par expression 
d' ARNm anti-sens. Il serait également intéressant d'identifier avec précision les 
événements en aval des tyrosines kinases Src responsables de la survie des myotubes 
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et quelles sont les autres voies de signalisation activées et/ou inhibées lors de 
I' anoïkose due à l'absence de mérosine. Il serait également intéressant d'étudier 
l'expression d'autres homologues Bcl-2 en absence de mérosine et d'identifier les 
caspases impliquées dans l'anoïkose due à l'altération de la liaison cx713 ID-mérosine. 
Finalement, il serait primordial d'élucider les mécanismes qui relient les tyrosines 
kinases Src aux kinases MAP p38. Entre autre, il faudrait vérifier si l'activation des 
kinases MAP p38 se trouve en amont ou aval des caspases. Le but de décortiquer 
avec soin tous les joueurs et les étapes impliqués est d'identifier une étape spécifique 
à l'anoïkose des myotubes due à l'altération de la liaison cx7131D-mérosine. Nous 
pourrions ainsi espérer mettre au point un médicament, susceptible d'inhiber 
l'anoïkose musculaire dans la MCI\1D, qui serait à tout le moins palliatif pour les 
dystrophies musculaires congénitales à déficience en mérosine. 
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